Análisis del rol de proteínas tipo Lap en la formación de biofilm de Bordetella bronchiseptica by Ambrosis, Nicolás Martín
  
 
 
Análisis del rol 
de proteínas tipo Lap 
en la formación de biofilm
de Bordetella bronchiseptica
Tesis Doctoral
Nicolás M. Ambrosis
2018
Directores
Dra. Julieta Fernández y Dr. Federico Sisti

  
 
 
Análisis del rol 
de proteínas tipo Lap 
en la formación de biofilm
de Bordetella bronchiseptica
Tesis Doctoral
Nicolás M. Ambrosis
2018
Directores
Dra. Julieta Fernández y Dr. Federico Sisti
Facultad de Ciencias Exactas
Departamento de Ciencias Biológicas
IBBM
(Instituto de Biotecnología y Biología Molecular)

  
 
 
El presente trabajo de Tesis, para optar por el título de Doctor de la Facultad de 
Ciencias Exactas, Fue realizado en el Instituto de Biotecnología y Biología Molecular de 
La Plata (IBBM, UNLP-CONICET) bajo la dirección conjunta de la Profesora Dra. Julieta 
Fernández y el Profesor Dr. Federico Sisti. 
 
 
 

  
 
 
 
 
 

  
 
 
 
Parte de los resultados presentados en este trabajo de Tesis han sido publicados en el 
artículo: 
 
Ambrosis, N., Boyd, C. D., O Toole, G. A., Fernández, J. & Sisti, F. Homologs of the 
LapD-LapG c-di-GMP Effector System Control Biofilm Formation by Bordetella 
bronchiseptica. PLoS One 11, e0158752 (2016). 
 
 

  
 
 
Glosario de abreviaturas 
c-di-GMP: diguanilato cíclico 
DGC: diguanilato ciclasas 
PDE: fosfodiesterasas 
GGDEF: Dominio diguanilato ciclasa (excepto dominios degenerados) 
EAL: Dominio fosfodiesterasa (excepto dominios degenerados) 
HD-GYP: Dominio fosfodiesterasa (excepto dominios degenerados) 
GTP: Guanosina trifosfato 
pGpG: 5ʹ-fosfoguanilil-(3ʹ,5ʹ)-guanosina 
GMP: Guanosina monofosfato 
Rec: Dominio receiver fosforilable 
RxxD: Sitio de regulación alostérica de algunos dominios GGDEF 
PilZ: dominio de unión a c-di-GMP 
RTX: dominio repeats in toxins 
FHA: Hemaglutinina filamentosa 
PRN: Pertactina 
Fim: Fimbria 
AC: Adenilato ciclasa 
TDN: Toxina dermonecrótica 
BACTH: Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System 
UM: Unidades de Miller 
UFC: Unidades formadoras de colonias 
BSA: seroalbúmina bovina 
DO: Densidad óptica 
ABS: Absorbancia 
HA: Epitope de hemaglutinina 
Str: Estreptomicina 
Gm: Gentamicina 
Km: Kanamicina 
Cb: Carbenicilina 
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Introducción 
Históricamente la microbiología ha estudiado el comportamiento y la fisiología 
bacteriana considerando a estos microorganismos como seres aislados. Esta concepción 
ha llevado a la microbiología a desarrollar y utilizar estrategias de cultivo en las que los 
microorganismos proliferan de manera planctónica. No cabe duda de que este método 
de estudio ha permitido avanzar notablemente en la comprensión de la fisiología 
bacteriana. Si embargo, la evidencia experimental sugiere que el estilo de vida 
planctónico no es la forma predominante en la que los microorganismos se encuentran 
en la naturaleza1–3. 
A principios del siglo XX Zobell y otros autores describieron la tendencia de 
muchas bacterias marinas a adherirse a distintos tipos de superficies4,5. Curiosamente, 
las primeras observaciones de organismos creciendo adheridos a superficies no fueron 
realizadas por los sectores tradicionales de la microbiología. Quienes reconocieron la 
importancia del desarrollo de esta área de estudio fueron los sectores industriales 
relacionados a sistemas de tratamientos de aguas y residuos6. La presencia de 
microorganismos creciendo sobre superficies genera procesos de biodeterioro que 
impactan sobre los sistemas de distribución de agua potable, edificios, pinturas, 
monumentos históricos y sistemas de calefacción y enfriamiento basados en circulación 
de agua.7–9. 
En la segunda mitad del siglo XX William Costerton se convertiría en el principal 
impulsor y máximo referente del estudio de los microorganismos adheridos a 
superficies1,10. No obstante, no fue sino hasta el año 1981 cuando F. McCoy, D. Bryers 
J. Robbins y el propio W. Costerton acuñaron el término biofilm para referirse a las 
“bacterias filamentosas” que se adherían a la superficie de reactores y cañerías 
industriales (Figura 1.1)11. 
 Desde aquellos años, hasta nuestros días, la definición de biofilm ha sido 
adaptada a los conocimientos de la época. Hoy en día, una de las definiciones más 
aceptadas establece que un biofilm es “una comunidad microbiana sésil, caracterizada 
por células que están adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o unas con 
otras, embebidas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han 
producido y que expresan un fenotipo propio”12. Esta definición incluye no sólo a 
comunidades formadas por un solo tipo de bacterias sino también a consorcios formados 
por múltiples especies o por diferentes tipos de microorganismos (hongos, algas y 
protozoos). 
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Formación de biofilm in vivo 
 La microbiología clínica empezó a tomar real dimensión de la importancia de los 
biofilms microbianos en la salud humana cuando Niels Høiby describió la presencia de 
agregados de bacterias rodeados de una sustancia viscosa en muestras de esputo 
provenientes de pacientes afectados por fibrosis quística (Figura 1.2)13. 
 
 
 
Høiby y sus colaboradores sugirieron con gran atino la relación directa que podía 
existir entre la formación de esas estructuras y la persistencia observada en infecciones 
con Pseudomonas aeruginosa en estos pacientes13,14. Desde ese momento la 
importancia de los biofilms en las enfermedades crónicas fue ampliamente reconocida. 
Figura 1.1. Imágenes
representativas del artículo
publicado en 1981 por
McCoy et. al. en donde se
utilizó por primera vez en la
historia de la microbiología
el concepto de biofilm para
definir a la comunidad de
bacterias que se adherían a
la superficie de los sistemas
de circulación de agua en
instalaciones industriales.
(a) (b)
Figura 1.2. Imágenes representativas del artículo de Niels Høiby et. al.
(1977) en donde se identificó por primera vez la presencia de agregados de
P. aeruginosa en muestras de esputo provenientes de pacientes con fibrosis
quística. La imagen (a) corresponde a una muestra de esputo teñida
mediante la técnica de coloración de Gram donde se observa la presencia
de células de P. aeruginosa y leucocitos polimorfonucleares. En (b) se
aprecia la formación de agregados bacterianos (biofilms) rodeados de
células del sistema inmune en muestras de esputo.
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Posteriormente, la presencia de microorganismos formadores de biofilm fue identificada 
como la causa de una gran variedad de afecciones a la salud humana y animal como por 
ejemplo otitis media crónica15–17, infecciones asociadas a implantes18–21, osteomielitis 
crónica22–24, rinosinusitis crónica25,26, otras infecciones crónicas27–29 e incluso infecciones 
oculares provenientes de bacterias asociadas a los lentes de contacto30; (para más 
referencias acerca de infecciones crónicas originadas por bacterias formadoras de biofilm 
se puede consultar la revisión de Costerton et al.31). Las infecciones que desarrollan 
biofilm in vivo presentan dos características sobresalientes: son infecciones altamente 
resistentes a los mecanismos de defensa del sistema inmune y son tolerantes a 
tratamientos antibióticos a los cuales las mismas bacterias planctónicas no lo son32. 
 La formación de biofilm permite a los microorganismos unicelulares adoptar una 
forma de vida multicelular que aumenta la probabilidad de supervivencia en ambientes 
hostiles pero también favorece el crecimiento y desarrollo en ambientes favorables33. 
Entre las ventajas que confiere a los microorganismos la organización en estructuras 
comunitarias embebidas en una matriz encontramos: 
(i) Permite a los microorganismos permanecer en un ambiente tanto tiempo como 
sea posible mientras se mantienen las condiciones favorables para el desarrollo. 
(ii) Favorece la tolerancia a condiciones adversas como exposición a radiación 
UV34,35, exposición a metales tóxicos36,37 así como también a altas temperaturas, 
condiciones de levada salinidad y pH extremos38. 
(iii) Permite evadir el ataque de ciertos predadores como organismos unicelulares 
eucariotas (amebas y protozoos) que sólo son capaces de atacar células 
planctónicas39. 
(iv) En las infecciones animales permite evadir el ataque de células fagocíticas del 
sistema inmune40. 
(v) Aumenta la tolerancia a antibióticos41–43 
(vi) La vida en comunidad permite una diferenciación celular y una verdadera división 
del trabajo44,45. 
Estas ventajas están conferidas en parte por la presencia de una matriz 
extracelular que protege a la comunidad, pero también debido a cambios en el estado 
fisiológico de las bacterias que forman parte de estas comunidades40,46,47. 
 
Etapas de la formación de biofilm 
La observación de la naturaleza sugiere que la enorme mayoría de los 
microorganismos son capaces de crecer formando agregados embebidos en una matriz 
que puede o no desarrollarse sobre superficies estables33,48. Sin embargo, en condiciones 
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de laboratorio, sólo algunos microorganismos, como por ejemplo las bacterias del género 
Pseudomonas, forman biofilm en casi todas las condiciones de cultivo49. En el otro 
extremo, existen microorganismos capaces de formar biofilm sólo bajo condiciones muy 
específicas como por ejemplo Escherichia coli K12 o Vibrio Cholerae que forman biofilm 
en medios mínimos suplementados con aminoácidos49. 
Existen una enorme cantidad de variables que pueden influir en la manera en la 
que un cultivo bacteriano se desarrolla en forma de biofilm: temperatura50–52, pH52, fuente 
de carbono53,54, la superficie sobre la cual se forma el biofilm50,55, entre otras. La formación 
de biofilm también depende del tipo de cultivo utilizado. No presenta las mismas 
características el biofilm formado en sistemas de cultivo estático en comparación al 
biofilm formado en sistemas de cultivo continuo. Más aún distintas velocidades de flujo 
en los cultivos continuos pueden determinar distintas características de los biofilms56,57. 
En los últimos años se ha empleado también la técnica de cultivo en medio semisólido 
como modelo de estudio de biofilms58–60. Las colonias formadas en este tipo de cultivo 
presentan características que son atribuidas a los biofilms bacterianos. En esta condición 
de cultivo la absorción de nutrientes y la eliminación de desechos se produce a través de 
la zona inferior de la colonia que está en contacto directo con el medio de cultivo 
agarizado. Los investigadores que desarrollaron este modelo de estudio lo proponen 
como un modelo que es más semejante a las condiciones naturales en que se desarrollan 
algunas bacterias, en comparación a los métodos tradicionales en donde el biofilm se 
desarrolla rodeado de medio de cultivo. Sin embargo, en el caso de los biofilms formados 
sobre el epitelio pulmonar o en las válvulas cardíacas los nutrientes que llegan a las 
bacterias que están formando el biofilm pueden hacerlo tanto desde la superficie de 
contacto como del medio circundante. 
 La formación de biofilm constituye un proceso que puede ser regulado a través de 
múltiples vías de señalización. La existencia de estos mecanismos actuando de manera 
simultánea e incluso convergente da cuenta de un proceso sofisticado y altamente 
controlado para sensar y responder a diversos estímulos ambientales61,62. En un artículo 
publicado en el año 2000, G. O’Toole, H. Kaplan y R. Kolter fueron los primeros en 
reconocer en la formación de biofilm un proceso de desarrollo bacteriano gobernado por 
una serie de pasos finamente organizados que podría asemejarse al del desarrollo de un 
organismo multicelular49. 
Hoy en día el área de biofilms está dominada por el estudio del patógeno 
oportunista P. aeruginosa, el cual tal como mencionamos, representa una de las 
principales complicaciones en la salud de pacientes afectados por fibrosis quística. Otras 
bacterias Gram negativas como P. fluorescens, E. coli, V. cholerae y Caulobacter 
crescentus se destacan también como organismos de profundo estudio en el área de 
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biofilms. Si bien a nivel molecular el proceso de formación de biofilm puede presentar 
grandes diferencias entre organismos diferentes, es posible establecer una serie de 
etapas definidas como parte del proceso global. En este contexto, la formación de biofilm 
puede ser dividida en: (1) adhesión reversible a la superficie; (2) adhesión irreversible a 
la superficie; (3) crecimiento y agregación de células en microcolonias; (4) maduración y 
formación de macrocolonias y (5) desprendimiento y dispersión de células para colonizar 
otras superficies (Figura 1.3)49. 
 
 
 
(1) Adhesión reversible a la superficie. En las bacterias móviles el flagelo constituye 
un elemento fundamental en las primeras etapas del proceso de formación de biofilms. 
Este elemento permite a la bacteria vencer la fuerzas electrostáticas repulsivas que la 
mantienen alejadas de la superficie y acercarse lo suficiente como para establecer 
interacciones reversibles57. En la etapa de adhesión reversible, el contacto con la 
superficie se suele producir a través de uno de los polos de la bacteria63,64. De todas las 
células que en un momento dado interactúan con la superficie, sólo algunas terminarán 
generando una adhesión suficientemente estable como para empezar el proceso de 
formación de biofilm. 
(2) Adhesión irreversible a la superficie. En algunas bacterias se ha visto que para que 
el proceso de formación de biofilm progrese hacia un estado irreversible es preciso que 
la bacteria adopte un contacto con la superficie a través de su eje longitudinal. En P. 
fluorescens, se ha demostrado que sólo aquellas bacterias que establecen un contacto 
de este tipo con la superficie terminan adhiriéndose de manera irreversible65. La adhesina 
LapA está involucrada en esta etapa de la formación de biofilm, las cepas mutantes en 
esta adhesina se ven impedidas de progresar desde la etapa de adhesión reversible 
hacia al etapa irreversible66. En otras especies como P. aeruginosa o P. putida esta etapa 
Figura 1.3. Etapas de la formación de biofilm. (1) adhesión reversible;
(2) adhesión irreversible; (3) formación de microcolonias; (4)
formación de macrocolonias; (5) dispersión del biofilm. Imagen
adaptada de Sauer, 2003.
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está caracterizada por la aparición de un movimiento superficial de las bacterias mediado 
por estructuras contráctiles denominadas pili tipo IV67,68. 
(3) Formación de microcolonias. La división celular de las bacterias adheridas a la 
superficie conlleva al crecimiento de la comunidad en pequeñas colonias denominadas 
microcolonias. En esta etapa se vuelven importantes las adhesinas involucradas en la 
interacción célula-célula, tal como es el caso de LapF en P. putida69. Asimismo, comienza 
a producirse una matriz extracelular que tiende a evitar la dispersión de las bacterias 
fundadoras de la colonia. En P. aeruginosa, la producción del exopolisacárido alginato es 
fundamental para establecer esta etapa del proceso70–72.  
(4) Formación de macrocolonias. Esta etapa se caracteriza por la aparición de un 
matriz extracelular densa formada principalmente por polisacáridos, proteínas y ADN que 
da soporte a la estructura del biofilm73,74. Cada organismo presenta una composición 
particular. P aeruginosa presenta una matriz cuyos principales componentes son los 
polisacáridos alginato, Pel (pellicle formation) y Psl (polysaccharide locus) además de 
ADN extracelualar75. Así mismo, en esta etapa la comunidad adopta estructuras rodeadas 
por canales a través de los cuales se facilita la absorción de nutrientes y la eliminación 
de desechos desde y hacia el medio extracelular. 
(5) desarmado. Por último, cada biofilm constituye en sí mismo una fuente a partir de las 
cual se pueden desprender bacterias para colonizar otros nichos. Al día de hoy, esta 
constituye la etapa menos estudiada del proceso. Algunos autores afirman que el 
desprendimiento del biofilm podría estar favorecido por la aparición de zonas con escasa 
llegada de nutrientes49,76. Asimismo, a media que el biofilm aumenta en altura y cantidad 
de células, la fuerzas de corte generadas por la circulación de líquido a su alrededor se 
hacen más fuertes. Este aumento genera desprendimientos de agregados de bacterias 
que pueden adherirse a superficies cercanas e iniciar el proceso de formación de un 
nuevo biofilm77. Por ende, esta etapa está dirigida no sólo por cambios fisiológicos de las 
bacterias dentro del biofilm sino también por esfuerzos mecánicos a ls que están 
expuestos los biofilms56. 
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Conceptos generales sobre el segundo mensajero c-di-GMP 
 El grupo de investigación dirigido por Moshe Benziman de la Universidad Hebrea 
de Jerusalén (Israel) determinó, en el año 1987, que la celulosa sintasa de la bacteria 
Acetobacter xylinum (actualmente Komagataeibacter xylinus) estaba positivamente 
regulada por un “nuevo dinucleótido circular”78 (Figura 1.4). Esa publicación constituye el 
primer reporte acerca del diguanilato cíclico (c-di-GMP) en la literatura y marcó el primer 
paso del desarrollo de un área de 
estudio de gran impacto en la 
microbiología de los últimos 30 
años. Sin embargo, durante los 
años posteriores a su 
descubrimiento, la importancia de 
este hallazgo fue, cuando menos, 
subvalorada. No fue sino hasta 
comienzos del siglo XXI que la 
comunidad científica comenzó a 
tomar real dimensión de la 
importancia de este compuesto en 
la biología bacteriana. Desde ese momento hasta hoy, el c-di-GMP ha emergido como 
una de las moléculas de señalización más comunes en el universo bacteriano79. 
 El c-di-GMP, o di-GMP cíclico o diguanilato cíclico es un dinucleótido de guanina 
ciclado a través de los átomos de carbono 3’ y 5’ de los residuos de ribosa que lo 
componen (Figura 1.4.a). Este segundo mensajero está involucrado en la regulación de 
procesos como la formación de biofilm, movilidad, expresión de factores de virulencia y 
control del ciclo celular80. El c-di-GMP es un actor clave en el control de los procesos que 
regulan los cambios en el estilo de vida de las bacterias incluyendo las transiciones de la 
vida libre a la vida sésil en comunidades formando biofilms79. 
 La molécula de c-di-GMP presenta una flexibilidad tal que le permite existir en una 
gran variedad de conformaciones. Estudios cristalográficos de proteínas unidas a c-di-
GMP muestran a esta última en conformaciones que van desde una estructura apilada 
hasta una completamente extendida81,82 (Figura 1.4.b y c). Esta propiedad de la molécula 
hace posible la existencia de una gran diversidad de dominios proteicos de unión a c-di-
GMP81. Si bien en concentraciones fisiológicas la molécula libre se encuentra como 
monómero, también es posible encontrarla en forma de dímeros. Esta propiedad es 
fundamental para los mecanismos de regulación alostérica que presentan algunas 
proteínas encargadas de la síntesis del segundo mensajero83. 
Figura 1.4. Portada del artículo de Moshe Benziman (Ross, P. et
al. 1977) en el cual se describe por primera vez el rol de c-di-GMP
en la regulación alostérica de la celulosa sintasa de Acetobacter
xilium.
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 Gran parte de lo que hoy sabemos acerca de c-di-GMP proviene de estudios 
realizados en P. fluorescens84, P. aeruginosa85, E. coli86, C. crescentus87 y V. cholerae88. 
Estas especies constituyen los principales modelos de estudio que han ayudado a la 
comprensión del rol de este segundo mensajero en el control de procesos bacterianos. 
 
Síntesis y degradación de c-di-GMP 
 Los niveles celulares de c-di-GMP están determinados por las actividades 
antagónicas pero coordinadas de enzimas diguanilato ciclasas que lo sintetizan (GGDEF) 
y fosfodiesterasas específicas que lo degradan (EAL o HD-GYP) (Figura 1.5). En un 
organismo bacteriano dado, a menudo hay múltiples variantes de las dos enzimas, que 
están fuertemente reguladas por una variedad de señales externas e internas debido a 
la presencia de dominios sensores o reguladores específicos. 
 
(a) (b)
(c)
Figura 1.4. Representaciones de la molécula de c-di-GMP. En la imagen (a) se puede observar los enlaces
fosfodiéster formados entre los carbonos 3’ y 5’ de dos residuos de GMP. En la imagen (b) se observa una de
las estructuras tridimensionales que puede adoptar la molécula de c-di-GMP (imagen adaptada de Chou, S. H.
& Galperin, M. Y, 2016). En (c) se visualizan representaciones tridimensionales obtenidas en diferentes
estudios de cristalografía de diversas proteínas de unión a c-di-GMP. La imagen muestra algunas de las
diversas conformaciones que puede adoptar esta molécula (Imagen adaptada de Krasteva, P. V., 2012).
(ej: LapD, FimX, Ykul, BlrP1, TBD1265) (ej: PleD, WspR, PilZ, VpsT) (ej: PilZ, XcClp)
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Diguanilato ciclasas 
La reacción de síntesis de c-di-GMP está catalizada por dominios GGDEF (Figura 
1.5). El mecanismo de reacción requiere la dimerización de estos dominos89. Durante 
este mecanismo, el acercamiento de dos moléculas de GTP unidas a cada uno de los 
sitios activos conduce a la condensación intermolecular y formación del dinucleótido 
cíclico con la concomitante liberación de dos moléculas de fosfato89. Hasta el momento, 
todas las diguanilato ciclasas descriptas dimerizan en estructura homodiméricas, sin 
embargo, Sarenko et al. recientemente han postulado la posibilidad de la formación de 
diguanilato ciclasas heterodiméricas90. 
 El domino GGDEF es denominado de esa manera en clara alusión a la secuencia 
aminoacídica encontrada en el sitio activo de las diguanilato ciclasas (Figura 1.6). Si bien 
el nombre acuñado para definir este dominio da la idea de una secuencia obligada para 
el desarrollo de la actividad, encontramos cierta variación dentro de la secuencia del sitio 
activo de múltiples diguanilato ciclasas. En particular se destaca la variación en la tercera 
posición de la secuencia en la cual es casi tan frecuente encontrar un residuo de 
aspartato (GGDEF) como un residuo de glutamato (GGEEF). Ambas secuencias resultan 
catalíticamente activas. Por este motivo también es frecuente encontrar al dominio 
diguanilato ciclasa denominado como GG(D/E)EF83. 
 
 
 
X: ej. REC, GAF,HAMP, PAS
2 GMP
º
pGpG
Figura 1.5. Las diguanilato ciclasas (DGCs) contienen dominios
GGDEF que catalizan la síntesis de c-di-GMP a partir de dos
moléculas de GTP. Las fosfodiesterasas (PDEs) pueden ser de
dos tipos: (i) las que contienen dominios EAL catalizan la
degradación de c-di-GMP hasta pGpG; (ii) las que contienen
dominios HD-GYP degradan el c-di-GMP para dar dos moléculas
de GMP. Imagen adaptada de Krasteva, P. V., 2012.
G → Guanina
G → Guanina
D → Aspartato
E → Glutamato
F → Fenilalanina
Figura 1.6. (a) Secuencia aminoacídica que define el nombre del dominio GGDEF. (b) WebLogo del alineamiento
de 37 dominios GGDEF con actividad diguanilato ciclasa (adaptado de Adaptado de Schirmer, T., 2016).
(a) (b)
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 Los dominios GGDEF raramente son el único dominio presente en las diguanilato 
ciclasas. El caso típico, aunque poco común de los llamados dominio stand alone GGDEF 
es la proteína tDGC del organismo termófilo Thermotoga marítima91. En términos 
generales los dominios GGDEF suelen encontrarse en el extremo C-terminal de proteínas 
multidominio. En el extremo N-terminal de estas proteínas es común encontrar dominos 
relacionados con el sensado de señales ambientales (por ejemplo: PAS, GAF, CACHE, 
GLOBIN) o dominios de fosforilación como (por ejemplo, Rec) lo cual da cuenta del rol 
de estas proteínas como parte de mecanismos de transducción de señales. 
 Hasta el momento se han descripto al menos cuatro mecanismos que afectan la 
actividad de las diguanilato ciclasas mediante mecanismos de fosforilación y regulación 
alostérica positiva o negativa. (i) La diguanilato ciclasa de BpeGReg de B. pertussis 
posee un dominio GLOBIN sensor de oxígeno (O2) en el extremo N-terminal92. En 
ausencia de O2 BpeGReg se encuentra en forma de homodímero inactivo. La unión de 
O2 al dominio sensor produce cambios conformacionales que ubican a los dominios 
GGDEF de cada monómero en la posición adecuada para catalizar la formación de los 
enlaces fosfodiéster entre las moléculas de GTP que están unidas a cada protómero92,93. 
(ii) En sentido opuesto, la proteína DgcZ (antes llamada YdeH) de E. coli posee un 
dominio sensor de Zinc (Zn+2) en el extremo N-terminal. En ausencia de Zn+2, DgcZ es 
un homodímero constitutivamente activo89. La unión de Zn+2 al dominio sensor N-terminal 
altera la conformación de la proteína de manera tal que los dominios GGDEF quedan 
posicionados de un forma no compatible con la síntesis de c-di-GMP. Hasta el momento, 
constituye el único caso conocido de una diguanilato ciclasa inhibida por unión a ligando. 
(iii) La proteína PleD de C. crescentus constituye el modelo más estudiado de diguanilato 
ciclasas activadas por fosforilación. Esta enzima posee en el extremo N-terminal un 
dominio Rec (receiver). La forma no fosforilada de PleD se encuentra en forma de 
monómeros inactivos. La fosforilación del dominio Rec induce la dimerización y activación 
de esta diguanilato ciclasa94.(iv) el último mecanismo de regulación descripto hasta el 
momento es la inhibición no competitiva generada como consecuencia de la unión de c-
di-GMP al sitio alostérico I ubicado dentro del dominio GGDEF. Este sitio posee una 
secuencia característica RxxD (donde x significa cualquier aminoácido) que se localiza 
dentro del dominio GGDEF a escasos 5 aminoácidos del sitio activo (Figura1.6.b). A 
pesar de la cercanía en términos de estructura primaria, el plegamiento secundario del 
dominio determina que el sitio I y el sitio activo queden localizados en sectores 
diametralmente opuestos. Por ende, su mecanismo de acción no está relacionado con 
un bloqueo estérico del sitio activo. Cada protómero de la diguanilato ciclasa es capaz de 
unir una molécula de c-di-GMP a través de este sitio. A su vez la formación de dímeros 
entre estas moléculas de c-di-GMP genera un aumento en la rigidez de la proteína que 
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determina la imposibilidad de catalizar la reacción de síntesis95. Se ha sugerido que este 
mecanismo funciona como un modo de retroalimentación negativa tendiente a evitar el 
agotamiento de GTP que sería letal para la bacteria96. Este mecanismo de regulación 
está presente en una gran cantidad de diguanilato ciclasas como por ejemplo la ya 
mencionada PleD de C. crescentus 97 y WspR de P. aeruginosa95. 
 
Fosfodiesterasas 
La actividad fosfodiesterasa de las enzimas encargadas de la degradación de c-
di-GMP está asociada a dos clases de dominios: EAL y HD-GYP (Figura 1.5). El dominio 
EAL fue el primer dominio de degradación específica de c-di-GMP identificado y sigue 
siendo el mejor caracterizado. El producto de la actividad fosfodiesterasa del dominio 
EAL es el dinucleótido pGpG (5ʹ-fosfoguanilil-(3ʹ,5ʹ)-guanosina). La hidrólisis posterior a 
GMP (guanosina monofosfato) es mucho más lenta y existen dudas acerca de su 
relevancia en situaciones fisiológicas98. Otra enzima, la oligoribonucleasa Orn estaría a 
cargo de la hidrólisis de pGpG a GMP99. Las fosfodiesterasas de dominio EAL requieren 
un catión divalente para la actividad enzimática. En la mayoría de los casos se encuentran 
iones Mg+2 o Mn+2 coordinando parte del sitio activo de la enzima, mientras que el Ca+2 y 
el Zn+2 inhiben eficazmente la actividad enzimática100. Los dominios EAL catalíticamente 
activos suelen tener una alta afinidad por c-di-GMP en el rango nanomolar, y la unión de 
c-di-GMP puede aumentar la afinidad de dimerización101. Aunque los monómeros pueden 
ser catalíticamente activos, la dimerización mejora sustancialmente la estabilidad de las 
proteínas y la actividad catalítica98. 
Si bien la denominación utilizada para este dominio denota la importancia de los 
aminoácidos glutamato (E), alanina (A) y lisina (L) en el sitio activo, es preciso destacar 
que el motivo catalítico podría ser extendido hasta un quinto aminoácido debido a que la 
mayoría de las fosfodiesterasas EAL presentan una arginina (R) en la quinta posición 
(EALxR)79,81. 
 El otro tipo de fosfodiesterasas de c-di-GMP son aquellas caracterizadas por la 
presencia de un dominio HD-GYP. A diferencias de las fosfodiesterasas EAL, las HD-
GYP son capaces de degradar la molécula de c-di-GMP hasta GMP teniendo a pGpG 
como un intermediario de la reacción102. El prototipo de fosfodiesterasa HD-GYP es el 
regulador de respuesta RpfG de Xanthomonas campestris103. Esta proteína es parte de 
un sistema de dos componentes que regula la expresión de múltiples factores de 
virulencia en esta bacteria104. La sustitución de cualquiera de ambos aminoácidos del par 
HD por alanina produce una pérdida total de la actividad enzimática y regulatoria105. Por 
el contrario, la sustitución de cualquiera de los aminoácido de la tríada GYP por alanina 
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no tiene efectos sobre la actividad fosfodiesterasa. Sin embargo, estas sustituciones sí 
afectan la interacción de esta proteína con proteínas GGDEF a través de la cual regula 
la formación de biofilm y la expresión de factores de virulencia106. 
 
Proteínas de unión a c-di-GMP 
 Pese a que la descripción de c-di-GMP como modulador alostérico de la celulosa 
sintasa data del año 198778 no fue sino hasta el año 2006 que el primer dominio de unión 
a c-di-GMP fue descripto107. Michael Galperin y sus colaboradores demostraron que la 
proteína PilZ (PA2960) de P. aeruginosa es capaz de unir c-di-GMP y demostraron 
además que el dominio a través del cual lo hace está presente en una enorme cantidad 
de proteínas107 (por ejemplo en la proteína BcsB del complejo de la celulosa sintasa 
descripta por Benziman y colaboradores78). El nombre PilZ acuñado para este dominio 
proviene del hecho de que éste es el único dominio presente en la proteína homónima. 
Posteriormente fue demostrado que la capacidad de unión a c-di-GMP reside en los 
motivos RxxxR y DxSxxG 81,108,109.  
 En este punto del recorrido del estudio de c-di-GMP, las herramientas 
bioinformáticas de análisis de genomas tomaron una relevancia sobresaliente. Llamó la 
atención que mucho genomas bacterianos que contenían dominios GGDEF y EAL no 
contenían ninguna proteína con dominio PilZ predicho. Tal es el caso de bacterias de los 
géneros Brucella o Rickettsia en los cuales es posible identificar genes que codifican 
dominios GGDEF y EAL pero ninguno que codifique para un dominio PilZ107. Esta 
observación llevó a la conclusión de que debían existir dominios de unión a c-di-GMP 
alternativos a PilZ. Asimismo, en un trabajo publicado en el año 2008 Beyhan y 
colaboradores demostraron que la deleción de todos los genes que codifican para 
proteínas con dominio PilZ no elimina la regulación por c-di-GMP del fenotipo rugoso de 
las colonias de V. Cholerae110. Esta evidencia experimental también sugería la existencia 
de un dominio de unión a c-di-GMP alternativo a PilZ. 
 En ese momento, todas las hipótesis indicaban que dominios GGDEF, EAL y HD-
GYP degenerados podrían cumplir con las funciones de unión a c-di-GMP. 
Efectivamente, en los años subsiguientes comenzaron a describirse dominios 
catalíticamente inactivos que mantienen la capacidad de unir c-di-GMP. 
 La primera proteína de unión a c-di-GMP a través de un dominio GGDEF no 
conservado fue PelD de P. aeruginosa. Esta proteína está involucrada en la síntesis de 
exopolisacáridos y utiliza el sitio inhibitorio I del domino GGDEF degenerado e inactivo 
para unir c-di-GMP111. PopA de C. crescentus representa otro ejemplo de una proteína 
de unión a c-di-GMP que lo hace a través del sitio I de un dominio GGDEF degenerado. 
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La localización espacio temporal de esta proteína está involucrada en la regulación del 
ciclo celular en C. crescentus112.  
 Dominios EAL degenerados capaces de unir c-di-GMP también han sido 
encontrados en una gran variedad de proteínas. FimX de X. campestris y LapD de P. 
fluorescens representan los casos más estudiados en la bibliografía. Los dominios EAL 
degenerados que mantienen la capacidad de unión a c-di-GMP son llamativamente muy 
diversos en secuencia81. En las mencionadas proteínas, si bien ambas tienen la 
capacidad de unir c-di-GMP, las secuencias de sus motivos EAL son notablemente 
diferentes: QAFLR en el caso de FimX y KVLSR en el caso de LapD. Esta observación 
demuestra una escasa conservación a nivel de secuencia en los dominos EAL de unión 
a c-di-GMP. 
Existe un cuarto grupo de proteínas de unión a c-di-GMP que no pueden ser 
encasilladas en ninguno de los grupos mencionados anteriormente. Estas proteínas unen 
c-di-GMP a través de dominios que no pueden ser predichos de manera bioinformática, 
es decir no presentan homología de secuencia con ninguno de los dominios mencionados 
antes (PilZ, GGDEF o EAL)79,81. Tal es el caso del regulador transcripcional de P. 
aeruginosa FleQ el cual tras la unión de c-di-GMP desencadena un proceso que culmina 
en la regulación de la formación de biofilm113. Otro ejemplo de proteínas de unión a c-di-
GMP de este tipo lo constituye VpsT de V. choleare la cual está involucrada en la 
regulación de la movilidad y la formación de biofilm114. 
 Para completar el panel de receptores de c-di-GMP involucrados en procesos de 
señalización tenemos que mencionar los receptores basados en ARN: los riboswitches. 
En términos generales los riboswitches son secuencias de ARN no codificantes 
localizadas en el extremo 5’ del ARNm que regulan la expresión génica a través de la 
unión específica de ciertos ligandos115. Si bien esta área de estudio no está tan 
desarrollada como las anteriores, el patógeno intestinal Clostridum difficile representa 
uno de los organismo donde la regulación génica a través de este mecanismo ha sido 
más estudiada. En este organismo, la unión de c-di-GMP al ARNm del gen pilA activa su 
transcripción favoreciendo la agregación celular116. 
 
Mecanismos de regulación a través de c-di-GMP 
 El concepto más arraigado en torno a c-di-GMP como regulador del 
comportamiento bacteriano establece que altos niveles de c-di-GMP están asociados con 
un comportamiento sésil (biofilms) mientras que niveles bajos de c-di-GMP definen un 
comportamiento móvil. Si bien eso no presenta un error conceptual, hoy en día sabemos 
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que esa visión es extremadamente simplista debido a que los procesos regulados por c-
di-GMP raramente responden a cambios globales en los niveles del segundo mensajero. 
Tal como describimos en los párrafos anteriores el metabolismo de c-di-GMP está 
controlado por la actividad antagónica de diguanilato ciclasas (GGDEF) y 
fosfodiesterasas (EAL o HD-GYP). La mayoría de los genomas bacterianos contienen 
diversa cantidad de estas enzimas, así como también secuencias degeneradas que 
pueden actuar como proteínas de unión a c-di-GMP. Por ejemplo, el genoma de E. coli 
K-12 contiene 29 secuencias con dominios GGDEF o EAL de las cuales 12 son 
diguanilato ciclasas y 13 fosfodiesterasas117,118. A pesar de esta multiplicidad de factores 
involucrados en el metabolismo global, la evidencia experimental indica que los 
mecanismos de control son altamente específicos119,120. Estas evidencias sugieren que 
para el control de un determinado proceso existe un par diguanilato ciclasa/ 
fosfodiesterasa específicamente abocado a ese mecanismo de regulación. Además, la 
actividad de este par tendría efectos a nivel local y no global en todo el citoplasma celular. 
En algunos casos se ha demostrado que esta especificidad se consigue a través 
de la interacción física directa de una diguanilato ciclasa y un proteína efectora del 
proceso que controla121–123. Sin embargo, ese mecanismo no es suficiente para explicar 
el funcionamiento global de este segundo mensajero. Recientemente Dahlstrom et al. 
presentaron un análisis generalizado de las proteínas del metabolismo de c-di-GMP en 
P. fluorescens. El análisis de diversas condiciones de cultivos, sumado a experimentos 
de transcriptómica y ensayos de interacción proteína-proteína, permitió a los autores de 
este trabajo demostrar que no es posible comprender los procesos de regulación de c-di-
GMP bajo el concepto clásico “alto c-di-GMP = biofilm”, “bajo c-di-GMP = sésil”. Los 
procesos de regulación mediante este segundo mensajero siguen un patrón multimodal 
que incluye interacciones proteína-proteína, regulación transcripcional y regulación por 
unión a ligando124. Sarenko et al. también abordaron el problema del control global a 
través de c-di-GMP mediante de un análisis generalizado de diguanilato ciclasas y 
fosfodiesterasas en E. coli. En este caso demostraron la existencia de pares de 
diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa específicos para el control de procesos celulares y 
otros grupos inespecíficos que estarían encargados del mantenimiento de los niveles 
globales de c-di-GMP dentro de ciertos valores90. Ambos trabajos han resultado 
reveladores para el área de estudio de c-di-GMP por demostrar lo complejo de la red de 
regulación de la que participa este segundo mensajero. 
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LapA, una adhesina involucrada en la formación de biofilm en P. 
fluorescens 
Nota: en el Anexo 5 encontrará un esquema del funcionamiento de las proteínas Lap tal 
como ha sido descrito en P. fluorescens. Este esquema puede ser cortado o impreso y 
será útil para comprender y analizar el funcionamiento de este sistema y los experimentos 
realizados en este trabajo de Tesis. 
 
 P. fluorescens es una bacteria Gram-negativa que puede ser aislada tanto en 
ambientes acuáticos como terrestres125. Frecuentemente es encontrada asociada a 
raíces de plantas en las cuales actúa protegiéndolas del ataque de ciertos agentes 
patogénicos y promoviendo su crecimiento125. En el año 2007 el grupo liderado por 
George O’Toole de la Universidad de Dartmouth (Hanover, New Hampshire, Estados 
Unidos) describió que el fosfato inorgánico presente en el suelo actúa como una señal 
que regula los niveles citoplasmáticos de c-di-GMP en P. fluorescens126. Este trabajo 
demuestra que la limitación de fosfato inorgánico en el medio de cultivo induce la 
expresión de la fosfodiesterasas RapA, y como consecuencia de ello se reducen los 
niveles de c-di-GMP que conducen a la inhibición de la formación de biofilm126. Este 
mecanismo es dependiente de la adhesina gigante LapA (large adhesin protein A)126. El 
estudio de esta respuesta ha sido el puntapié inicial para la descripción de uno de los 
mecanismos de regulación a través de c-di-GMP más detallados que conocemos hasta 
el momento: el sistema formado por las proteínas LapD, LapG y LapA. 
 LapA es una proteína de membrana de 520 kDa de la familia de las adhesinas y 
toxinas RTX (repeats-in-toxins) que es secretada a través de un sistema de secreción 
tipo I y constituye, bajo ciertas condiciones, la principal adhesina de P. fluorescens. A lo 
largo de su gran extensión encontramos diversos dominios involucrados en la secreción, 
localización y formación de biofilm. Gran parte de la estructura de LapA está formada por 
una región de 37 repeticiones de 100 aminoácidos cada una127. Hacia el extremo C-
terminal encontramos un dominio de unión a calcio (Calx-β), un dominio del tipo factor A 
de von Willebrand (vWA), un dominio RTX y secuencias de señalización para el sistema 
de secreción tipo I (Figura 1.7). 
 
 
 
Figura 1.7. Estructura de dominios de la adhesina LapA de P. fluorescens. Imagen
adaptada de Smith J., et. al., 2018.
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 El dominio Calx-β fue originalmente descripto en canales intercambiadores 
Na+/Ca+2 en células eucariotas en donde se encuentra directamente involucrado en la 
unión a Ca+2 128,129. Sin embargo, en lo que respecta a la adhesina LapA, su función es 
desconocida ya que la deleción de este dominio no altera la localización de la proteína ni 
la habilidad de P. fluorescens de formar biofilms127,130. 
 Los dominios vWA mejor caracterizados forman parte de proteínas extracelulares 
de células eucariotas y están involucrados en la adhesión celular y en interacciones 
proteína-proteína131. Este dominio también ha sido encontrado en bacterias Gram 
positivas como Streptococcus agalactiae en donde está involucrado en la adhesión a 
células epiteliales132. Asimismo, ha sido descripto en bacterias Gram negativas como P. 
aeruginosa en donde el dominio vWA es necesario para la correcta localización de la 
proteína PilY1 en la membrana plasmática133. En el caso de LapA de P. fluorescens, este 
dominio no está involucrado en la localización de la adhesina sobre la membrana 
plasmática pero sí es necesario para la formación de biofilm127. 
 El dominio RTX es un dominio de unión a Ca+2 encontrado en muchas toxinas y 
grandes adhesinas que consiste en un número variable de repeticiones de la secuencia 
rica en glicina GGxGxDxxx134. Según un reciente trabajo publicado por el grupo dirigido 
por Peter Sebo del Instituto de Microbiología de la Academia de Ciencias de la República 
Checa, el plegamiento de este dominio en el espacio extracelular rico en Ca+2 constituye 
la fuerza impulsora para el pasaje de grandes proteínas a través del canal del sistema de 
secreción tipo I135. Los trabajos en P. fluorescens reflejan que el dominio RTX podría 
tener un rol similar en LapA ya que la deleción de esta porción reduce significativamente 
la localización sobre la membrana plasmática127. 
 
Secreción de LapA a través de un sistema de secreción tipo I 
 Como mencionamos en la sección anterior, la adhesina LapA es secretada desde 
el citoplasma a través de un sistema de secreción tipo I (T1SS)126. Los genes que 
codifican para los componentes de este sistema de secreción (lapB, lapE y lapC) se 
encuentran codificados en la región adyacente a la adhesina LapA63. A diferencia de otros 
efectores del T1SS, LapA no es eyectada directamente al espacio extracelular. Esta 
adhesina constituye el primer caso descripto de un efector del sistema de secreción tipo 
I secretado en 2 pasos136. Esta característica es lo que le da al sistema de proteínas Lap 
la versatilidad necesaria para controlar la formación de biofilm. LapA es retenida en el 
canal formado por la proteína LapE del sistema de secreción tipo I de manera tal que su 
extremo N-terminal queda expuesto al espacio periplasmático (Figura 1.8)136 . El extremo 
opuesto C-terminal, rico en dominios involucrados en adhesión y formación de biofilm 
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queda expuesto al espacio 
extracelular. En el extremo N-
terminal LapA posee una estructura 
fundamental para el funcionamiento 
de todo el sistema: el Módulo de 
Retención (Figura 1.8). El 
plegamiento de esta región genera 
una estructura globular que, por su 
tamaño, es incapaz de atravesar el 
canal del sistema de secreción tipo 
I136. De esta manera, el Módulo de 
Retención evita la secreción 
prematura de LapA en condiciones 
óptimas para la formación de biofilm. 
 
LapD y LapG regulan la localización de LapA 
 LapD es una proteína transmembrana localizada en la membrana interna que 
funciona como sensor de la concentración intracelular de c-di-GMP84 (Figura 1.9). En su 
porción citoplasmática presenta un dominio EAL y un dominio GGDEF ambos 
degenerados y catalíticamente inactivos84. La porción citoplasmática de LapD está 
conectada al dominio periplasmático a través de un dominio HAMP, dominio encontrado 
habitualmente en proteínas transmembrana de transducción de señales137,138.  
 El tercer actor de este mecanismo 
de regulación es la proteasa periplasmática 
LapG (Figura 1.9). Esta proteasa localizada 
en el espacio periplasmático es capaz de 
interactuar físicamente con la porción 
periplasmática de LapD130. 
 Cuando los niveles citoplasmáticos 
de c-di-GMP son elevados, LapD une el 
segundo mensajero a través de su domino 
EAL84. La unión de c-di-GMP en el lado 
citoplasmático de LapD genera un cambio 
conformacional que se transmite desde el 
citoplasma hacia el periplasma a través del 
domino HAMP84,139,140. 
Periplasma
Espacio 
extracelular
LapA 
P. fluorescens
Figura 1.8. Esquema de la adhesina LapA de P. fluorescens
anclada al canal formado por LapE en la membrana externa. La
presencia del Módulo de Retención en el extremo N-terminal,
localizado hacia la región periplasmática, impide la secreción
prematura de la adhesina. Imagen adaptada de Smith J., et. al.,
2018.
Módulo
de
Retención
LapD 
+ 
c-di-GMP
LapD 
- c-di-GMP
+ c-di-GMP
Figura 1.9. Esquema del funcionamiento del sistema
de proteínas Lap (LapD, LapG y LapA) de P.
fluorescens en respuesta a los niveles citoplasmáticos
de c-di-GMP. Imagen adaptada de Cooley R., et. al.,
2015.
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En estas condiciones, el dominio periplasmático de LapD adopta una conformación tal 
que le permite mantener retenida a LapG e inhibe de esta manera su libre circulación a 
través del periplasma139–141 (Figura 1.9, izquierda). LapA, en estas condiciones (altos 
niveles de c-di-GMP en el citoplasma), se mantiene localizada sobre la membrana 
plasmática. De esta manera P. fluorescens a través de la adhesina LapA es capaz de 
adherirse a las superficies y formar biofilm. 
 Cuando la bacteria se encuentra en condiciones desfavorables para su desarrollo 
y multiplicación, como por ejemplo en ambientes limitados en fosfato, la concentración 
citoplasmática de c-di-GMP se ve reducida126. En ausencia de c-di-GMP LapD modifica 
su conformación citoplasmática. Este cambio conformacional es trasmitido a través del 
dominio HAMP a la porción periplasmática la cual, en estas condiciones, no puede 
mantener unida a LapG (Figura 1.9, derecha). De esta manera, la proteasa LapG es libre 
de difundir a través del periplasma y cortar el extremo N-terminal de la adhesina LapA. 
Este corte libera el extremo que contenía el Módulo de Retención a través del cual LapA 
era mantenida sobre la membrana externa136. Al perder esta estructura, LapA es liberada 
de la membrana plasmática y así P. fluorescens pierde su principal adhesina y se ve 
anulada su capacidad de formación de biofilm63. 
 
GcbC interacciona físicamente con LapD 
 Mediante la mutación generalizada de todas las posibles diguanilato ciclasas de 
P. fluorescens Newell et al. demostraron que, en un medio mínimo conteniendo glicerol 
y triptona como fuentes de carbono y nitrógeno, sólo cuatro de ellas están involucradas 
en el control de la formación de biofilm: WspR, GcbA, GcbB y GcbC142. De ese grupo de 
cuatro diguanilato ciclasas sólo GcbB y GcbC regulan la formación de biofilm a través de 
LapA142. El mismo estudio encontró 5 fosfodiesterasas cuya deleción generó aumentos 
en la formación de biofilm. Dado que P. fluorescens posee más de 40 proteínas que 
podrían estar involucradas en el metabolismo de c-di-GMP este escenario vuelve a 
plantear la incógnita acerca de cómo se coordina ese inmenso pool de diguanilato 
ciclasas, fosfodiesterasas y proteínas de unión para dirigir el control de un proceso 
determinado. 
La profundidad con la que el grupo liderado por George O’Toole se ha abocado al 
estudio de las proteínas Lap en P. fluorescens ha llevado a la comprensión mecanística 
acerca del rol específico de GcbC en el control de la formación de biofilm123,142,143. GcbC 
es una diguanilato ciclasa localizada en la membrana interna que posee un dominio 
CACHE hacia el lado periplasmático y un dominio GGDEF en el lado citoplasmático143. 
Mediante estudios de mutagénesis de GcbC y LapD en combinación con ensayos de 
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interacción proteína-proteína lograron determinar de qué manera GcbC regula en forma 
específica el funcionamiento de las proteínas Lap. Este estudio concluyó que GcbC y 
LapD interaccionan a través de una superficie que incluye la porción N-terminal de una 
α-hélice localizada en el dominio GGDEF de GcbC y otra α-hélice ubicada en dominio 
EAL de LapD123 (Figura 1.10, superficie de GcbC = α-hélice roja ). Mutaciones puntuales 
en los aminoácidos de GcbC involucrados en la interacción con LapD inducen una 
reducción en la formación de biofilm, no porque se reduzca la actividad de Gcbc sino 
porque se rompe la interacción LapD-GcbC123. 
Estudios posteriores determinaron que GcbC es capaz de unir citrato a través de 
su dominio periplasmático CACHE y que la unión de este ligando potencia la interacción 
GcbC-LapD143. Asimismo, la interacción LapD-GcbC estimula la actividad diguanilato 
ciclasa de esta última143. 
 
 
 
Frente a estos resultados el mecanismo de regulación de la formación de biofilm 
a través de las proteínas Lap queda desentrañado desde la señal que induce la formación 
de biofilm hasta el mecanismo que lo posibilita. En forma resumida, en primer lugar, GcbC 
une citrato a través de su dominio CACHE. La unión de este ligando estimula la 
interacción física entre GcbC y LapD lo cual a su vez incrementa la actividad diguanilato 
ciclasas de GcbC. De esta manera GcbC genera un aumento local (no global) de los 
niveles de c-di-GMP en las cercanías de LapD. Finalmente, la unión de LapD a c-di-GMP 
genera que LapG sea retenida por la porción periplasmática de LapD y en estas 
Figura 1.10. La diguanilato ciclasa GcbC, a través de una α-hélice localizada en su dominio GGDEF 
(roja), interacciona físicamente con una α-hélice ubicada en el dominio EAL de LapD (azul).  Imagen 
adaptada de Dahlstrom K., et. al., 2015.
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condiciones la adhesina LapA permanece localizada en la membrana plasmática 
contribuyendo significativamente al desarrollo de biofilm. 
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Bordetella spp. 
 El género Bordetella está constituido por un grupo de organismos de destacada 
relevancia en salud humana y veterinaria debido a su capacidad de colonización del 
epitelio respiratorio144. La primera especie identificada, la cual da origen al género 
Bordetella fue, en el año 1906, Bordetella pertussis145,146. Este organismo fue aislado a 
partir de un paciente que presentaba signos de catarro y posteriormente fue identificada 
como el agente causal de la tos convulsa. Si bien en un principio fue catalogada como 
Haemophilus pertussis finalmente fue clasificada dentro de un género propio al cual se 
definió como Bordetella (en honor a su descubridor Jules Bordet) y se acuñó la 
denominación que conocemos hasta el día de hoy: Bordetella pertussis. 
 Bordetella bronchiseptica fue aislada por primera vez en el año 1910 de un perro 
que presentaba síntomas de moquillo147. Originalmente fue catalogada con el nombre de 
Bacillus bronchialis, luego como Bacillus bronchisepticus y finalmente tal como la 
conocemos hoy en día Bordetella bronchiseptica148. 
 Se han descripto 13 especies dentro del género Bordetella: B. pertussis, B. 
bronchiseptica, B. parapertussis (humana), B. parapertusis (bovina), B. avium, B. hinzii, 
B. holmesii, B. trematum, B. pseudohinzii, B. bronchialis, B. flabilis, B. sputigena y B. 
ansorpii144,149. 
 A pesar de que el número de especies agrupadas dentro del género fue 
aumentando a través de los años, los estudios de patogénesis, biología molecular y 
epidemiología se han enfocado en las denominas “Bordetellas clásicas”: B. pertussis, B. 
parapertussis y B. bronchiseptica. El motivo de este sesgo se debe fundamentalmente a 
que estas son las especies de mayor relevancia para la salud humana y animal. Otras 
especies, como B. holmesii o B. hinzii, están empezando a tomar relevancia y el número 
de investigaciones se incrementa año a año debido a la aparición cada vez más común 
de aislamientos provenientes de pacientes humanos150–152. 
 El análisis genómico de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica ha 
llevado a los investigadores a proponer que B. bronchiseptica es el ancestro evolutivo 
común de las otras dos especies153. Durante este proceso evolutivo, B. pertussis y B. 
parapertussis redujeron significativamente el tamaño de su genoma de manera tal de 
perder algunas funciones y reducir su rango de huéspedes. Esta es probablemente la 
causa que explica el gran rango de huéspedes que presenta B. bronchiseptica y la 
especificidad que presentan las otras dos especies153. Por otro lado las tres especies 
presenta un repertorio similar de factores de virulencia144. Entre ellos encontramos las 
adhesinas hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactina (PRN), fimbria (Fim), factor de 
colonización traqueal; las toxinas como adenilato ciclasa (AC), toxina dermonecrótica 
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(TDN), citotoxina traqueal y un regulador de la mayoría de los factores de virulencia: el 
sistema de dos componente BvgAS144. 
Estas características compartidas constituyen uno de los elementos más 
importantes que justifica el uso de B. bronchiseptica como un modelo de estudio de B. 
pertussis. Esta última posee sólo un reservorio natural conocido, los seres humanos. Esto 
implica un obstáculo importante para el estudio de la biología de la bacteria. Si bien el 
modelo de infección murino es utilizado como modelo de estudio de B. pertussis, son 
necesaria dosis bacterianas extremadamente altas para garantizar la colonización del 
tracto respiratorio del animal de experimentación. Por este motivo, la bibliografía reporta 
proyectos de investigación en donde B. bronchiseptica es utilizada como modelo de 
estudio debido a que es un patógeno natural de animales de investigación como ratas y 
ratones. 
 
Bordetella bronchiseptica. 
Bordetella bronchiseptica es un pequeño cocobacilo (0,2 μm por 0,7-1 μm) Gram 
negativo perteneciente a la subclase β de las Proteobacterias. La clasificación 
taxonómica la ubica además como miembro del orden de las Burkholderiales dentro de 
la familia Alcaligenaceae. B. bronchiseptica es principalmente un patógenos de animales 
(mamíferos terrestres acuáticos y aves)154. Presenta un rango de huéspedes 
notablemente amplio que incluye desde animales domésticos como gatos, perros, 
cobayos y conejos; animales silvestres como ratones y ratas; animales de campo como 
cerdos, ovejas, caballos, pavos y hasta animales salvajes como zorros, zorrinos, osos, 
koalas y animales marinos como focas144,155,156. Si bien este rango de hospedadores es 
amplio, no todos los casos de infecciones reportan signos de enfermedad. Tal es el caso 
de los aislamientos provenientes de aves y mamíferos salvajes en donde no se observan 
señales que indiquen el desarrollo de un enfermedad como consecuencia de la infección 
con B. bronchiseptica156. 
 Si bien B. bronchiseptica es capaz de infectar humanos, son pocos los casos 
reportados en comparación a los casos reportados con B. pertussis o B. parapertussis157. 
Asimismo, la incidencia de infecciones en humanos es menor que la reportada para otros 
mamíferos. La mayoría de los reportes de infección con B. bronchiseptica se producen 
en pacientes con fibrosis quística158,159 o en individuos inmunocomprometidos como por 
ejemplo pacientes con VIH160. Sin embargo, aunque con menor frecuencia, también se 
han detectado infecciones en individuos sanos e inmunocompetentes161–163. La mayoría 
de estas infecciones se producen en individuos que han estado en contacto con animales 
infectados164. 
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Modulación fenotípica, sistema de dos componentes BvgAS 
 En el género Bordetella, muchos de los factores de virulencia conocidos están 
regulados por un locus denominado Bordetella virulence gene (bvg, antes designado vir 
por estar asociado con la regulación de la expresión de los factores de virulencia). Este 
locus bvg, que codifica para un sistema de dos componentes denominado BvgAS 
(S=Sensor de membrana; A=Regulador de respuesta), fue identificado por Weiss et al. 
en 1989 cuando observaron que la inserción del transposón Tn5 dentro del mismo, abolía 
simultáneamente la síntesis de la toxina pertussis, FHA, AC y TDN165. Las bacterias que 
contienen mutaciones en el locus bvg dejan de expresar los genes bvg-activados y 
resultan menos infectivas y menos virulentas. Por este motivo se acuñó la denominación 
de fase avirulenta a aquella en la cual el locus bvg estaba inactivado y fase virulenta a 
aquella en la que el locus está activado166. Las fases también pueden ser denominadas 
como Bvg+ (la fase virulenta) o Bvg- (la fase avirulenta) Los genes característicos de la 
fase virulenta se agrupan dentro de una denominación llamada vag por sus siglas en 
inglés de virulence activated genes. En concordancia con esta denominación, aquellos 
genes que no están activados en fase 
virulenta pero sí lo están en fase 
avirulenta se agrupan dentro de la 
denominación vrg por virulence repressed 
genes. 
 El locus bvg codifica para la 
proteína sensora (BvgS) y el regulador de 
respuesta (BvgA) de un sistema de dos 
componentes denominado BvgAS (Figura 
1.11). La proteína BvgS es una proteína 
integral de la membrana citoplasmática 
que forma homodímeros. Su extremo N-
terminal está dirigido hacia el periplasma. 
En esta región contiene dos dominios 
receptores de señales del tipo Trampa de 
Moscas Venus (VTF)167 que se 
comunican a la porción citoplasmática a 
través de un dominio tipo PAS (Per-
ARNT-Sim)167. El mencionado dominio 
PAS traduce las señales externas en una 
cadena de fosforilaciones que comienzan 
Figura 1.11. Sistema de dos componentes BvgAS
formado por el sensor de membrana BvgS y el regulador
de respuesta BvgA. Imagen adaptada de Cotter, P. A. &
Jones, A. M., 2003.
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Capítulo 1 
42 
 
por la auto fosforilación dependiente de ATP de un residuo conservado de histidina 
(H729), prosigue por la fosforilación de un dominio receptor, para finalmente concluir en 
la fosforilación de un dominio fosfotransportador Hpt167. La trasferencia de grupos fosfato 
desde el dominio quinasa hasta el regulador de respuesta puede ser retardada mediante 
un mecanismo controlado por el dominio receptor. La autofosforilación de este dominio 
retarda la transferencia del grupo fosfato. Finalmente, la señal de fosforilación es 
transferida al residuo aspartato D54 del regulador de respuesta BvgA el cual, es su estado 
fosforilado (BvgA~P) activa la expresión de los ya mencionados factores de virulencia 
regulados por este sistema. 
BvgA es una proteína citoplasmática de 23 KDa que está presente en forma de 
homodímeros. La forma fosforilada de BvgA, BvgA~P, es la que posee mayor afinidad 
por los sitios de unión presentes en los promotores de los genes que codifican para los 
factores de virulencia regulados por este sistema168,169. Como sitio de unión de BvgA~P 
se ha descripto una secuencia TTTCCTA de siete bases y secuencias homólogas que se 
encuentran de manera directa o invertidas en los genes regulados por BvgA170. Esta 
secuencia se encuentra, en general, alejada del sitio de inicio de la transcripción sin 
embargo, una vez que se une un dímero de BvgA~P a la secuencia consenso se unen 
luego sucesivos dímeros hasta alcanzar el sitio de unión de la ARN polimerasa171. La 
interacción de esta última enzima con la molécula de BvgA~P adyacente al inicio de 
transcripción incrementa la eficiencia del inicio de la transcripción172. 
Experimentos empleando mutantes que expresan constitutivamente las proteínas 
del sistema BvgAS, o por el contrario defectivos en la expresión del mismo muestran que 
la fase virulenta (Bvg+) es necesaria y suficiente para que se desarrolle la infección173 
mientras que la fase Bvg- o avirulenta sería incapaz de iniciar la infección173–176. En el 
caso de B. bronchiseptica la fase avirulenta parece ser la más apta para el desarrollo de 
la bacteria en condiciones limitantes de cultivo. Estos datos sugieren que la función de 
BvgAS es sensar si la bacteria se encuentra dentro o fuera del tracto respiratorio del 
mamífero a fin de activar y reprimir la expresión de un perfil genético óptimo para 
sobrevivir en ese nicho. Dado que B. bronchiseptica y no B. pertussis ha sido encontrada 
fuera del hospedador se ha sugerido que la fase Bvg- en B. pertussis es un remanente 
evolutivo sin una función actual177. Sin embargo, resulta interesante que es posible 
obtener una proteína BvgS insensible a moduladores simplemente cambiando la histidina 
570 por una alanina178. Hasta el momento no se han encontrado aislamientos de B. 
pertussis con esa mutación si no que por el contrario los aislamientos presentan un 
sistema de dos componentes sensible a los moduladores conocidos. Esto sugiere que 
este sistema de dos componentes tiene una función in vivo179. 
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Hasta el día de hoy se desconoce cuáles serían las señales que podrían activar 
al sensor de membrana BvgS para desencadenar la cascada de fosforilaciones que 
conduce a la fosforilación de BvgA. Una hipótesis sugiere que BvgS podría estar 
constitutivamente activa e inhibirse o modularse por acción de algún ligando hasta hoy 
desconocido. En condiciones de laboratorio el sistema BvgAS está activo cuando 
Bordetella es crecida a 37ºC. Esto determina que Bordetella crece en fase virulenta 
(Bvg+). Si el medio de cultivo es suplementado con cantidades milimolares de sulfato de 
magnesio (MgSO4) o ácido nicotínico se inhibe el sistema BvgAS y Bordetella crece en 
fase avirulenta (Bvg-)177. En estas condiciones se reduce la cantidad de BvgA~P y esto 
es lo que genera la inhibición de la expresión de los factores de virulencia vag177. El 
crecimiento por debajo de 28ºC también produce una inhibición del sistema BvgAS y un 
crecimiento en fase Bvg-177. 
 Durante la activación del sistema BvgAS también se activa otro gen situado 
corriente abajo del locus, denominada bvgR. La proteína BvgR es responsable de la 
inhibición de la activación de diversos vrg, incluyendo aquellos involucrados en la síntesis 
del flagelo176,180. La deleción de este gen permite a B. bronchiseptica expresar 
simultáneamente los vrg y vag durante la fase virulenta de la bacteria. Esta expresión 
simultánea no es perjudicial para un correcto desarrollo de la infección180. 
Si bien BvgR inhibe la transcripción de diferentes genes181, el análisis de su 
secuencia primaria no muestra la presencia de dominios descriptos con capacidad de 
unión a ADN. La predicción informática de BvgR muestra la presencia de un dominio EAL 
severamente degenerado. Algunos autores sugieren que podría presentar actividad 
fosfodiesterasa y a partir de esa actividad ejercer su regulación181. Sin embargo, teniendo 
en cuenta lo expuesto en esta introducción respecto a los requerimientos en secuencia 
para que un dominio EAL sea activo, nuestro grupo de trabajo ha propuesto como 
hipótesis que BvgR no posee actividad y que es probable que una c-di-GMP en lugar de 
degradarlo (tesis doctoral María de la Paz Gutiérrez, en curso). 
 
Regulación de la expresión de los factores de virulencia 
El funcionamiento del sistema de dos componentes BvgAS de Bordetella spp. fue 
en un principio considerado como un sistema de encendido/apagado de los genes de 
virulencia182–184. Sin embargo, el hallazgo de proteínas de expresión intermedia que no 
corresponden ni a los genes vag ni a los vrg185 obligó a realizar una reformulación de la 
hipótesis referente al mecanismo de regulación mediado por BvgAS. Actualmente es 
considerado un sistema similar a un reóstato, capaz de regular la expresión de los 
factores de virulencia entre los extremos correspondientes a las clásicas fases de 
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virulencia (Bvg+) y de avirulencia (Bvg-) y una tercera fase con un perfil de expresión 
propio denominada fase intermedia (Bvgi) (Figura 1.11)186–188. 
En esta última fase, se expresan algunos factores característicos de la fase Bvg+ 
así como también factores propios de Bvgi que no se expresan en ninguna de las otras 
dos fases (por ejemplo la adhesina BipA)177,189,190. La proteínas BipA es el factor más 
característico de esta fase la cual se ha sugerido está involucrada en la transmisión en 
forma de aerosol de las bacterias entre los hospedadores190. Scarlato et al. han sugerido 
que cuando Bordetella se encuentra con un nuevo hospedador, las adhesinas deben ser 
expresadas en primer lugar para mediar la adhesión a los tejidos epiteliales, mientras que 
las toxinas no son expresadas hasta unas horas después191. Durante estas primeras 
horas la bacteria podría avanzar hacia un fenotipo Bvg+ completo o volver al fenotipo 
Bvg- si es eliminado nuevamente al ambiente. El cambio de promotores entre los factores 
de virulencia de manera de alterar la cinética de expresión de adhesinas y toxinas impiden 
la correcta infección de B. bronchiseptica en el modelo murino192. In vitro, la presencia de 
los moduladores ácido nicotínico o MgSO4 en concentraciones menores a las necesarias 
para inducir el crecimiento en fase Bvg- producen un inhibición parcial del sistema BvgAS 
que induce el crecimiento de Bordetella en fase Bvgi193. 
Mediante el uso de genes reporteros y estrategias de transcriptómica se ha podido 
determinar el patrón de expresión de los genes regulados por el sistema de dos 
componente BvgAS194,195. Estos ensayos han sido realizados en condiciones in vitro 
utilizando ácido nicotínico o MgSO4 para modular la actividad del sistema de dos 
componentes. La presencia de cantidades milimolares de estos compuestos induce una 
modulación del sensor BvgS que reduce la cantidad de BvgA~P en forma proporcional a 
la concentración de los moduladores. 
Si bien la modulación fenotípica de Bordetella spp. puede ser dividida en las ya 
mencionadas 3 fases de virulencia, los genes que se encuentran regulados por el sistema 
BvgAS han sido agrupados en cuatro clases de acuerdo con su cinética de expresión 
(Figura 1.12). En condiciones de cultivo in vitro B. bronchiseptica se encuentra en Bvg+ 
cuando es cultivada a 37ºC en ausencia de moduladores. En estas condiciones, el 
sistema BvgAS está completamente activo lo cual genera la expresión máxima de genes 
que codifican adhesinas (genes de clase 2, como fhaB, fim2 y fim3, niveles de expresión 
indicados por la línea naranja) y toxinas (genes de clase 1, como cyaA-E, y bsc, niveles 
de expresión indicados por la línea roja). Asimismo, en estas condiciones se produce una 
expresión mínima de los genes de clase 3 y clase 4 (niveles de expresión indicados por 
líneas de color violeta y azul, respectivamente). En presencia de concentraciones de 
ácido nicotínico ≥2 mM196 o de sulfato de magnesio ≥40 mM Bordetella modula su fase 
de virulencia a Bvg–. En estas condiciones el sistema BvgAS está inactivo y las bacterias 
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presentan una expresión máxima de genes de clase 4 y la expresión mínima de genes 
de clase 1, 2 y 3. Por último, cuando B. bronchiseptica es cultivada en concentraciones 
intermedias los moduladores se encuentra en fase Bvgi196,197. En esta situación BvgAS 
está parcialmente activo y se caracteriza por la expresión máxima de genes de clase 2 y 
3 y la expresión mínima de genes de clase 1, y 4. El único gen de clase 3 caracterizado 
hasta el momento es bipA, que es activado por BvgA en condiciones de fase Bvgi y 
reprimido por BvgA~P en condiciones de fase Bvg+189. 
 
 
 
Regulación del sistema de dos componentes BvgAS in vivo 
El rol del sistema de dos componentes in vivo aún hoy se encuentra en discusión. 
Como mencionamos anteriormente, los experimentos iniciales con cepas bloqueadas en 
Bvg+ y en Bvg- demuestran que la fase Bvg+ es necesaria y suficiente para establecer 
la colonización del tracto respiratorio173. Mas aún la expresión ectópica de los genes 
necesarios para la síntesis de un factor característico de fase Bvg- como es el flagelo 
resulta perjudicial para el establecimiento de la infección y conduce a una reducción en 
el número de UFC recuperadas de tráquea de ratones infectados198. Byrds et al. utilizando 
un sistema reportero de la activación de promotores regulados por BvgAS demostraron 
que la expresión del flagelo no se activa en ningún momento durante la infección en el 
modelo murino199. Si bien estos resultados sugieren que el sistema BvgAS no se 
modularía dentro de los huéspedes no es posible descartar que algunos genes 
clasificados como Bvg- estén sujetos a mecanismos de regulación aún desconocidos y 
puedan expresarse in vivo. Por ejemplo, en nuestro laboratorio hemos demostrado que 
Concentración de moduladores
(MgSO4 o ác. nicotínico)
Bvg+BvgiBvg-
N
iv
e
l d
e
 e
xp
re
si
ó
n
 r
e
la
ti
vo
Figura 1.12. Nivel de expresión relativo de los genes regulados por el
sistema de dos componentes BvgAS en función de las
concentraciones de de los moduladores ácido nicotínico o MgSO4 (de
derecha a izquierda, de mayor a menor concentración).
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la expresión simultánea de vag y vrg (incluido el flagelo) no es perjudicial para el 
desarrollo de la infección en ratones180. En este sentido, Abe et al. desarrollaron una 
estrategia experimental denominada IVET-IP (In Vivo Expressed-Tag Immuno- 
Precipitation) basada en la utilización de anticuerpos anti c-Myc y bibliotecas genómicas 
que presentan secuencias fusionadas a la marca transcripcional c-Myc demostraron que 
B. bronchiseptica expresa factores Bvg- durante la infección en ratas200. Se desconoce si 
in vivo la activación de estos genes está controlada por el sistema BvgAS, pero estos 
resultados ponen de manifiesto la existencia de procesos de regulación complejos que 
aún no han sido determinados. Hasta el día de hoy no ha sido descripto ningún gen 
reprimido por el sistema BvgAS que sea indispensable para establecer la colonización de 
las vías respiratorias en ningún modelo animal analizado. 
 
Formación de biofilm en B. bronchiseptica 
 La capacidad de persistencia es particularmente importante en el caso de B. 
bronchiseptica ya que se ha determinado, en varios modelos animales (ratas, ratones y 
cerdos), que esta bacteria es capaz de colonizar las vías respiratorias durante períodos 
prolongados de tiempo154,195,201–204 y en particular en ratones en donde se ha registrado 
que la infección no es posible de ser erradicada durante toda la vida de animal205. 
También se ha descripto la persistencia de la infección durante períodos prolongados en 
humanos159,206. Varios autores han relacionado esta característica con la capacidad de 
B. bronchiseptica de formar biofilms in vivo sobre el epitelio de las vías 
respiratorias201,207,208. 
 Uno de los factores indispensables para el establecimiento de un biofilm es la 
presencia de adhesinas que garanticen una apropiada interacción de la bacteria con la 
superficie209. Antes de comenzar con el estudio de biofilms, la comunidad científica de 
Bordetella reunió abundante información acerca del rol de algunos factores en la 
adhesión y colonización. 
La Hemaglutinina filamentosa (FHA), codificada en el gen fhaB es probablemente 
la adhesina mejor caracterizada de Bordetella spp. Es una proteína de 220 kDa que tal 
como su nombre lo sugiere presenta una estructura filamentosa organizada 
estructuralmente en 19 hojas β-plegadas que forman una estructura del tipo barril-β que 
atraviesa la membrana externa de la bacteria210. A lo largo de su secuencia contiene 
diferentes dominios involucrados en el pegado a superficies del hospedador, así como 
también en la modulación de la respuesta inmune. En la región intermedia de su 
estructura posee un dominio denominado RGD que consiste en un triplete de arginina - 
glicina - aspartato que media la unión de FHA a receptores miembros de la familia de las 
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integrinas presentes en la superficie de macrófagos211,212. FHA también posee un dominio 
de reconocimiento de carbohidratos (CRD) que participa de la adhesión a células ciliadas 
del epitelio respiratorio así como también a macrófagos213,214. Un tercer dominio 
caracterizado por su rol en la adhesión es el dominio tipo lectina que estaría involucrado 
en la adhesión a células no ciliadas215. Experimentos de colonización realizados con 
mutantes en esta adhesina también demuestran su importancia como parte del proceso 
patogénico de B. bronchiseptica. Los ensayos de infección en ratas publicados por Cotter 
et al., demuestran que esta adhesina si bien no es necesaria para el establecimiento de 
la infección en la nariz sí lo es en tráquea216. FHA puede ser liberada de la membrana 
plasmática por la acción de la proteasa SphB1 de la familia de la superfamilia de la 
subtilisinas217,218, sin embargo las señales y los mecanismos de control que gobiernan 
este proceso no son conocidos. 
B. bronchiseptica, al igual que la mayoría de las bacterias Gram negativas, 
expresa proteínas de superficie de estructura filamentosa llamadas fimbrias (Fim)219. B. 
bronchiseptica presenta en su genoma al menos cuatro tipos diferentes de genes 
codificantes de fimbrias: fim2, fim3, fimX y fimA220. Los productos de estos genes son 
ensamblados y secretados a través de un único sistema, codificado por el locus fimBCD. 
Las secuencias codificantes de las distintas subunidades de las Fim y el locus fimBCD 
no son contiguos dentro del cromosoma de esta bacteria. Más aún, el locus fimBCD se 
encuentra dentro del operón FHA, lo cual sugiere un carácter co-transcripcional221. La 
deleción del locus fimBCD ha demostrado impedir la expresión en la membrana 
bacteriana de todos los tipos de fimbrias. Esto trae aparejado una disminución en la 
colonización bacteriana de tráquea de ratas220. 
 En forma casi simultánea Irie et al. y Misrha et al. demostraron que el sistema 
BvgAS regula la formación de biofilm en B. bronchiseptica222,223 y en B. pertussis223. Estos 
trabajos, así como resultados de nuestro propio grupo demuestran que en ensayos de 
formación de biofilm en microplaca la formación de biofilm es máxima en condiciones de 
cultivo Bvgi224. 
 El proceso de formación de biofilm en B. bronchiseptica puede ser comprendido 
en términos de las etapas de desarrollo que han sido explicadas previamente en este 
trabajo 49.El análisis secuencial de diferentes tiempos de formación de biofilm muestra 
una etapa inicial de adhesión de bacterias aisladas a la superficie. En las etapas 
siguientes se observa el desarrollo de monocapas y a tiempos prolongados la formación 
de estructuras en 3 dimensiones embebidas en una matriz extracelular y rodeadas por 
canales225,226. Misrha et al. demostraron que la cepa B. bronchiseptica bloqueada en fase 
Bvg- no presenta diferencias en la capacidad de formación de biofilm respecto a la cepa 
salvaje durante las primeras 4 horas de la formación de biofilm. Una mala interpretación 
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de estos resultados llevó a los autores a proponer que la etapa inicial de formación de 
biofilm en B. bronchiseptica sería independiente del control del sistema BvgAS223. Ocho 
años después Nicholson et al. demostraron que en ese tiempo de la formación de biofilm 
se activan genes de la fase Bvg- (aun cuando el cultivo transcurre en condiciones 
Bvg+)226. Este resultado permite explicar la observación realizada años antes por Mishra 
et al. Sin embargo el concepto de que B. bronchiseptica posee una fase inicial de 
formación de biofilm independiente de BvgAS aún hoy sigue siendo sostenido por 
algunos autores de la comunidad científica que estudia Bordetella227. Por otro lado, el 
descubrimiento de que en condiciones de cultivo Bvg+ se activan genes reprimidos por 
BvgAS que son característicos de la fase Bvg- pone de manifiesto la existencia de 
mecanismos de control que aún hoy no son comprendidos. 
Tal como mencionamos antes, FHA y fimbria no sólo han sido caracterizadas por 
su rol como adhesinas, sino que también se ha evaluado su participación en la formación 
de biofilm. Ambas adhesinas se expresan tanto en fase Bvg+ como en fase Bvgi228 sin 
embargo su contribución a la formación de biofilm en B. bronchiseptica no es igual en 
ambas fases. FHA es especialmente importante en la formación de biofilm en fase Bvgi 
mientras que las fimbrias lo son en Bvg+197. La función de FHA en la formación de biofilm 
no se conoce en detalle, sin embargo, se ha determinado que la toxina adenilato ciclasa 
(AC) es capaz de inhibir la formación de biofilm a través de su unión a FHA229. La deleción 
de cyaA en el background salvaje induce un aumento en la formación de biofilm en fase 
Bvg+. Sin embargo al deleción en el background ∆fhaB no genera el mismo aumento197. 
Hoffman et al. confirmaron posteriormente que la interacción del dominio adenilato ciclasa 
de AC con FHA inhibe la adhesión de esta última y el desarrollo de biofilm en fase Bvg+229. 
En fase Bvgi donde no hay expresión de AC, FHA toma un rol mucho más preponderante 
y en consecuencia la deleción de fhaB reduce significativamente la formación de 
biofilm197. 
 En etapas más avanzadas, el exopolisacárido producido por B. bronchiseptica 
(Bps) juega un papel fundamental en la formación de la matriz extracelular y en la 
maduración del biofilm230. Si bien este exopolisacárido no ha sido purificado para realizar 
un análisis estructural, la evidencia basada en la reactividad frente a anticuerpos anti-
PNAG225 y la susceptibilidad a enzimas sugiere que sería un polímero de N-acetil-D-
glucosamina unido mediante enlaces β-(1,6) (PNAG o PGA)201,225. La síntesis del Bps 
depende del locus bpsABCD funcionalmente equivalente al locus pgaABCD de E. 
coli230,231. En ensayos de infección se pudo determinar que el Bps es necesario para la 
colonización y persistencia en nariz así como también para el establecimientos de biofilms 
robustos en esta zona de las vías respiratorias207. A diferencia de otros factores de 
virulencia mencionados anteriormente la expresión del locus bpsABCD no se encuentra 
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bajo el control de BvgAS232. La expresión del operón bpsABCD está bajo el control del 
factor de transcripción BpsR el cual inhibe la transcripción de los genes mencionados. La 
expresión de este regulador transcripcional está disminuida en bacterias formando biofilm 
respecto de las bacterias en estado planctónico232. Resulta interesante destacar que este 
regulador, BpsR, también controla el metabolismo de ácido nicotínico233,234. 
Un segundo locus involucrado en la síntesis de un exopolisacárido ha sido 
involucrado en el proceso patogénico de B. bronchiseptica, aunque no en la formación de 
biofilm. Utilizando un modelo murino, Dewan et al. demostraron que el locus BB2918-
BB2934, involucrado en la síntesis de un polisacárido no caracterizado, es fundamental 
para el proceso de transmisión entre roedores235. 
Otro de los componentes de la matriz extracelular que es necesario para la 
formación de biofilm en B. bronchiseptica es el ADN extracelular. La observación de que 
el agregado de ADNasa a los cultivos de B. bronchiseptica generaba una inhibición de la 
formación de biofilm llevó a Conover et al. a proponer que la matriz extracelular de los 
biofilms de Bordetella spp. debía contener ADN236. Por otro lado, el agregado de ADNasa 
a biofilms preformados sobre superficies de vidrio también produce el desarmado de la 
estructura de biofilm lo cual sugiere que este compuesto estaría involucrado en la 
estabilización de la estructura. Contrariamente, la presencia de ADNasa no tiene efectos 
en las primeras etapas (hasta las 6 horas) sugiriendo que el ADN no participa de la etapa 
inicial de adhesión a la superifice236. Para completar el análisis del rol de ADN en la 
formación de biofilm, Conover et al. realizaron un tratamiento con ADNasa a biofilms de 
14 días formados in vivo en narices de ratones inoculados con B. bronchiseptica. El 
desarmado de estos biofilms también demostró la presencia de ADN extracelular en los 
biofilms formados in vivo236. En otras bacterias ha sido descripto que este proceso se 
produce a través de la lisis controlada inducida por la activación de profagos o bien a 
través de vesículas de membrana237,238. Se desconoce, hoy en día, si B. bronchiseptica 
usaría alguno de estos mecanismos para inducir la liberación de ADN hacia la matriz 
extracelular. 
Con el objetivo de analizar la composición promedio de la matriz extracelular, 
Serra et al., mediante espectroscopía FTIR, demostraron que a medida que madura el 
biofilm aumenta la relación en composición de carbohidratos/proteínas lo cual indicaría 
que la matriz extracelular estaría compuesta principalmente por hidratos de carbono239. 
Este resultado es coherente con las descripciones mencionadas anteriormente que dan 
cuenta de la presencia de ADN y Bps en biofilm maduros. 
La porina de membrana externa OmpQ también ha sido caracterizada como un 
factor importante para la maduración de los biofilms en B. bronchiseptica240.Si bien esta 
proteína no es importante en la adhesión a la superficie, ni en las etapas iniciales de la 
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formación de biofilm, la deleción de ompQ genera defectos en la formación de biofilm a 
partir de las 48 horas en sistemas de cultivo en microplacas240. 
 Tal como se ha descripto en otro organismos46,241,242, la formación de biofilm en B. 
bronchiseptica es un proceso que está finamente regulado y que presenta un programa 
de desarrollo caracterizado por un perfil de expresión génica propio y diferente del perfil 
observado en bacterias planctónicas. Este tema ha sido abordado por un estudio de 
transcriptómica que determinó el perfil de expresión génica en diferentes etapas de la 
formación de biofilm226. Este estudio demuestra que el 33% de los genes de B. 
bronchiseptica presentan cambios en el patrón de expresión (activación o represión) en 
bacterias formando biofilm respecto de bacterias en estado planctónico226. Estos 
resultados confirman que la formación de biofilm en B. bronchiseptica es un proceso 
estrictamente regulado y en esta condición las bacterias presentarían diferencias 
fisiológicas respecto de las bacterias planctónicas. Entre los resultados más destacados 
de este trabajo encontramos que muchos genes regulados negativamente por el sistema 
BvgAS están activados durante las primeras etapas de la formación de biofilm. En 
particular se destaca la activación de fliA, flgS y flaA involucrados en la síntesis del 
flagelo226. Asimismo, se observó un aumento en el nivel de expresión del represor de los 
genes de virulencia BvgR y en concordancia con este resultado de determinó una 
reducción de la expresión de fimA, fimC, fimD, fim2, fim3, cyaA, fhaB, fhaC y bvgS226. 
 Otro factor descripto en la regulación de la formación de biofilm de Bordetella es 
el nucleótido (p)ppGpp. Esta molécula es un segundo mensajero involucrado en 
transducción de señales que coordinan respuestas relacionadas al crecimiento celular, 
supervivencia al estrés y virulencia en una variedad de bacterias243. El rol de este 
segundo mensajero ha sido determinado en B. pertussis, pero no en B. bronchiseptica. 
La deleción de relA y spoT, dos enzimas involucradas en la síntesis de (p)ppGpp genera 
defectos en la formación de biofilm, reduce la viabilidad en condiciones de limitación de 
nutrientes y aumenta la susceptibilidad al estrés oxidativo244. La observación 
microscópica de la cepa ∆relA ∆spoT mostró una disminución en la presencia de 
estructuras filamentosas en la membrana plasmática. Estas estructura no serían ninguna 
de las adhesina conocidas (FHA o fimbrias) por lo que se trataría de una estructura aun 
no caracterizada244. 
 En el año 2013 nuestro grupo de investigación describió el rol del segundo 
mensajero c-di-GMP en la biología de B. bronchiseptica. En ese trabajo se obtuvieron 
cepas con expresión inducible de proteínas que sintetizan (Bb-DGC) o degradan (Bb-
PDE) c-di-GMP induciendo una situación de altos o bajos niveles del nucleótido 
respectivamente. Sobre estas cepas se analizó la capacidad de formar biofilm en placas 
multipocillo mediante la técnica de cristal violeta. Dado que la regulación de la formación 
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de biofilm por parte de BvgAS ya había sido reportada, se analizaron estos fenotipos en 
presencia de diferentes concentraciones de ácido nicotínico para analizar todo el 
espectro desde fase virulenta hasta fase avirulenta. La sobreexpresión de una proteína 
que participa en la síntesis de c-di-GMP genera un aumento en la capacidad de formar 
biofilm, aún en fase avirulenta, la cual había sido reportada como imposibilitada para 
formar biofilm222. Estos resultados fueron confirmados mediante la visualización de las 
estructuras formadas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). Además, se 
demostró que la sobreexpresión de una DGC propia (BdcA) de B. bronchiseptica induce 
los mismos fenotipos, y aumenta la concentración intracelular de c-di-GMP224. Este 
aumento en la producción de c-di-GMP también estuvo acompañado con una inhibición 
de la movilidad en forma independiente de la presencia del sistema de dos componentes 
BvgAS. 
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Objetivos generales y particulares 
 El presente trabajo de tesis doctoral pretende profundizar en la comprensión de 
los mecanismos moleculares que dirigen la regulación de la formación de biofilm a través 
de c-di-GMP en B. bronchiseptica. 
 El objetivo global de este trabajo consiste en determinar el rol los factores 
codificaos por las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 en la formación de 
biofilm dependiente de c-di-GMP en B. bronchiseptica. 
A fin de dirigirse hacia el cumplimiento del mencionado objetivo se propone avanzar 
concretamente a través de los siguientes objetivos particulares: 
 
(i) Utilizar un abordaje in silico para determinar si las secuencias BB1184, BB1185 y 
BB1186 codifican la expresión de las proteínas LapD, LapG y una adhesina de la 
familia de LapA. 
 
(ii) Describir el funcionamiento de este grupo de proteínas en B. bronchiseptica. 
Utilizaremos herramientas de ingeniería genética y biología molecular para 
analizar el rol de BB1184, BB1185 y BB1186 en la formación de biofilm. 
  
(iii) Evaluar el rol de estas proteínas in vivo en ensayos de colonización y trasmisión 
en modelos animales murinos. 
 
(iv) Determinar cuál a cuáles diguanilato ciclasas codificadas en el genoma de B. 
bronchiseptica participan en el control de las formación de biofilm a través de 
BB1184, BB1185 y BB1186. 
 
(v) Evaluar el rol de estas proteínas en la formación de biofilm en un medio de cultivo 
suplementado con albúmina y calcio en concentraciones fisiológicamente 
relevantes. 
 
 

  
 
 
Capítulo 2 
Búsqueda de nuevos factores involucrados en la 
formación de biofilm a través de c-di-GMP: 
análisis in silico 
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Introducción 
 Previo al comienzo de esta tesis doctoral, nuestro grupo de investigación 
demostró que el segundo mensajero c-di-GMP regula la formación de biofilm en 
Bordetella bronchiseptica224. El mencionado trabajo constituye el primero en poner en 
evidencia el rol de esta molécula de señalización en el control de la formación de biofilm 
en este organismo. Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares que 
se encuentran detrás de este proceso regulatorio, comenzamos utilizando un abordaje in 
silico. 
 A lo largo de este capítulo demostraremos de qué manera encontramos genes 
candidatos a regular la formación de biofilm a través de c-di-GMP en B. bronchiseptica y 
además presentaremos un análisis pormenorizado de las secuencias aminoacídicas 
codificadas en esos genes.  
Finalmente presentaremos un análisis realizado a fin de determinar le presencia 
de estos genes en otras especies del género Bordetella y en particular en otras cepas de 
B. bronchiseptica. 
 
BB1184, BB1185 y BB186 podrían regular la formación de biofilm 
en B. bronchiseptica 
 Con el objetivo de iniciar la búsqueda de factores involucrados en la formación de 
biofilm comenzamos realizando un análisis in silico del genoma de B. bronchiseptica. Al 
momento de comenzar este trabajo de tesis doctoral no contábamos con la secuencia 
del genoma de la cepa B. bronchiseptica 9.73H+245, cepa con la cual nuestro grupo ha 
venido trabajando en los últimos años y utilizado para describir el rol de c-di-GMP. Por 
ese motivo, para realizar el análisis utilizamos la secuencia del genoma de la cepa B. 
bronchiseptica RB50 (ATCC BAA-588; RefSeq: NC_019382.1) la cual se encuentra 
disponible en la base de datos del Centro Nacional para la Información Biotecnológica 
(NCBI). 
 Para realizar esta búsqueda utilizamos como secuencia blanco los 1200 
aminoácidos del extremo C-terminal de la proteína LapA (large adhesin protein A) de P. 
fluorescens, adhesina cuyo rol en la formación de biofilm ha sido muy estudiada en P. 
fluorescens65,126,127,136,140,246. 
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 El análisis arrojó como resultado la presencia de la secuencia BB1186 
(BB_RS05895), identificada como “probable hemolisina”, con características que la 
hacen un excelente candidato a regular la formación de biofilm a través de c-di-GMP 
(Figura 2.1). Esta secuencia comparte propiedades estructurales con la proteína LapA de 
P. fluorescens cuyo rol en la formación de biofilm regulada por c-di-GMP ha sido 
reportado previamente126,127,136,247. Si bien la identidad a nivel aminoacídico entre BB1186 
y LapA es de sólo un 19,6%, la presencia de características comunes entre ellas hace 
pensar que BB1186 podría ser funcionalmente análoga a LapA. En particular se destaca 
la presencia de una región de repeticiones (CADG y VCBS), en la zona central de la 
proteína, secuencias de señalización para sistemas de secreción tipo I (T1SS), un 
dominio del tipo Factor A de Von Willebrand y un motivo RTX cercano al extremo C-
terminal (Figura 2.1.a). Asimismo, corriente arriba de la secuencia BB1186, encontramos 
las secuencias BB1184 y BB1185. La secuencia BB1184 presenta una similitud del 47% 
y un porcentaje de identidad a nivel aminoacídico del 30% (Figura 2.1.b). Asimismo, la 
secuencia BB1185 presenta una similitud del 62% con respecto a LapG y un porcentaje 
de identidad a nivel aminoacídico del 49% (Figura 2.1.b). Al igual que ocurre en P. 
fluorescens, corriente abajo de las secuencias BB1184-BB1186 encontramos secuencias 
N-term C-term
señal T1SS señal c-terminal T1SS
vWFA RTXregión de repeticiones
CADG-IDR1-VCBS-IDR2
BB1185
(lapG) 
BB1184
(lapD) 
BB1186
(lapA/brtA) 
BB1190 luxR BB1188
(hlyD)
BB1189
(hlyB)
BB1191
(tolC)
Sistema de secreción tipo 1 (T1SS)Proteínas Lap
lapG lapD lapA
P. fluorescens
B. bronchiseptica
lapE lapB lapC
(a)
(b)
Figura 2.1. (a) Esquema de la estructura de dominios de la secuencia BB1186 de B. bronchiseptica. (b)
Representación de la región del cromosoma de P. fluorescens donde están codificadas las secuencias para las
proteínas Lap (LapD, LapG y LapA) y para el sistema de secreción tipo I y de la región del cromosoma de B.
bronchiseptica donde están codificadas las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 y para el sistema de secreción
tipo I.
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que podrían codificar para los componentes típicos de los sistemas de secreción tipo I 
(BB1188, BB1189 y BB1190) (Figura 2.1.b). 
  Toda esta evidencia sugiere que BB1184, BB1185 y BB1186 podrían regular la 
formación de biofilm tal como LapD, LapG y LapA lo hacen en P. fluorescens. 
 
Análisis in silico de las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 
 Gracias a la profundidad con que las proteínas Lap han sido estudiadas en 
bacterias del género Pseudomonas, en particular en P. fluorescens, existe abundante 
información a nivel molecular y estructural sobre el funcionamiento de este sistema. Esta 
información nos permitió realizar un análisis bioinformático de las secuencias BB1184, 
BB1185 y BB1186 con el objetivo de determinar si presentan aquellos aminoácidos y 
características estructurales que han sido reportadas como importantes para ejecutar sus 
respectivas funciones. 
 
BB1184 
 Tal como fuera mencionado, las secuencias aminoacídicas de LapD de P. 
fluorescens y BB1184 de B. bronchiseptica poseen una identidad a nivel aminoacídico 
del 30%. Esta información suministra una evidencia en favor de la hipótesis de que 
BB1184 podría ser LapD en B. bronchiseptica. En base a esto, nos propusimos analizar 
si BB1184 posee aquellos aminoácidos que han sido reportados como importantes para 
la función de LapD en otros organismos. 
 LapD de P. fluorescens es una proteína localizada en la membrana interna que 
actúa como un sensor citoplasmático de los niveles de c-di-GMP gracias a la capacidad 
de su dominio EAL de unir esta molécula84. Además del mencionado dominio EAL, posee 
también un dominio GGDEF, pero ambos resultan catalíticamente inactivos84. No se ha 
reportado, hasta el momento, evidencia de que el dominio GGDEF conserve la capacidad 
de unir c-di-GMP140. LapD posee además un tercer dominio denominado HAMP, 
encontrado habitualmente en proteínas transmembrana de señalización248. Los cambios 
conformacionales producidos en la región citoplasmática tras la unión de c-di-GMP al 
dominio EAL, son trasmitidos a través de la membrana interna hasta la porción 
periplasmática a través del dominio HAMP84,249,250. 
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 Utilizando la base de datos de dominios CDD de NCBI (CCD: Conserved Domain 
Database) identificamos en BB1184 la presencia de tres de los cuatro dominios 
característicos de LapD. Los dominios citoplasmáticos GGDEF (e-value: 1,23e-15) y EAL 
(e-value: 4,95e-31) y el dominio periplasmático LapD_MoxY_N (e-value:2.48e-41) fueron 
identificados dentro de la secuencia de BB1184 (Figura 2.2.a y 2.2.b). Mediante este 
análisis no fue posible identificar la presencia del dominio HAMP que también fuera 
destacado como parte de la estructura de LapD. 
 A continuación, realizamos un análisis detallado de las secuencias de los 
dominios de BB1184 en búsqueda de los aminoácidos que han sido descriptos como 
importantes para el funcionamiento de LapD en P. fluorescens. 
 
Dominio EAL. En la clasificación de dominios EAL propuesta por Ute Römling et al. el 
dominio EAL de LapD forma parte del grupo IIIa. Dentro de este grupo se encuentran 
además los dominos EAL de FimX de P. aeruginosa, Lpg1057 de Legionella pneumophila 
y PXO_00403 de Xanthomonas oryzae251. Todos estos dominios presentan desviaciones 
respecto de las secuencias catalíticamente activas, pero conservan la capacidad de unión 
a c-di-GMP. Con el objetivo de analizar si BB1184 podría ser considerada dentro de este 
grupo de proteínas con dominios EAL degenerado realizamos el alineamiento del dominio 
EAL de BB1184 junto a las secuencias de los dominios EAL antes mencionados. 
 
Dominio
EAL
Dominio
GGDEF
Membrana 
interna
Dominio 
periplasmático
LapD_MoxY_N
Figura 2.2. (a) Resultados del análisis de dominios de la
secuencia BB1184 utilizando la base de datos CCD. (b)
Esquema de la estructura de dominios de la secuencia
BB1184 de B. bronchiseptica. Para la representación se
realizó el modelado molecular de la secuencia BB1184
utilizando como molde las estructuras cristalográficas
depositadas en la base de datos PDB (Protein Data Bank)
de la porción citoplasmática (3PJW) y la porción
periplasmática (3PJV) de LapD de P. fluorescens.
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 En la Figura 2.3 puede verse que el dominio EAL de BB1184 presenta 
alineamiento con las secuencias de los otros dominios analizados. Asimismo se observa 
que BB1184, en la región correspondiente al motivo EAL, presenta la secuencia AML la 
cual no se encuentra entre las secuencias con capacidad para catalizar la degradación 
de c-di-GMP81,251. Este resultado implica que BB1184, al igual que LapD de P. fluorescens 
carecería de actividad fosfodiesterasa.  
 Con el objetivo de determinar la presencia o no de otros residuos destacados, 
realizamos el alineamiento del dominio EAL de BB1184 junto al de proteínas homólogas 
a LapD de P. fluorescens que han sido previamente estudiadas en P. aeruginosa, P. 
putida y L. pneumophila (Figura 2.4). 
 
Figura 2.3. Alineamiento de la secuencia del dominio EAL de
BB1184 con secuencias de dominios EAL pertenecientes al grupo
IIIa según la clasificación de Ute Römling (Romling et al., 2016)
(dominios EAL degenerados que conservan la capacidad de unión
a c-di-GMP. El alineamiento se realizó utilizándolas secuencias de
los dominios EAL de FimX de Pseudomonas aeruginosa, Lpg1057
de Legionella pneumophila y PXO_00403 de Xanthomonas oryzae
y LapD de Pseudomonas fluorescens.
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La proteína LapD se encuentra dentro de un grupo de proteínas EAL capaces de 
unir c-di-GMP a través del motivo ExLxR el cual proviene de una extensión del motivo 
EAL catalíticamente inactivo81. El análisis de la secuencia del dominio EAL de BB1184 
en primer lugar pone en evidencia la ausencia de la tríada aminoacídica EAL (Figura 2.4). 
Esto implica que BB1184, al igual que LapD, no sería capaz de catalizar la hidrólisis de 
c-di-GMP. 
 En segundo lugar, vemos que existen diferencias entre la secuencia del sitio de 
unión a c-di-GMP de LapD y el posible sitio de unión en BB1184. Mientras la secuencia 
de este sitio en LapD es -KVLSR-, la secuencia de este sitio en BB1184 es -AMLML- 
(Figura 2.4). El sitio de unión a c-di-GMP en BB1184 es notablemente diferente del motivo 
canónico ExLxR. 
 Otros dos aminoácidos han sido descriptos como importantes para la unión a c-
di-GMP en LapD en P. fluorescens, estos son los residuos K581 y E61784, ambos 
residuos están presentes en BB1184 al igual que en la mayoría de las LapD analizadas 
siendo LapD de L. pneumophila la única excepción (Figura 2.4). 
 En resumen, en la secuencia del dominio EAL no existe una conservación total 
entre aquellos residuos reportados como importantes para el funcionamiento de LapD en 
P. fluorescens y la secuencia en BB1184. En particular, el motivo “AMLML”, presente en 
BB1184, no ha sido descripto en ninguna LapD ni en ninguna proteína con capacidad de 
Figura 2.4. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de los dominios EAL de las LapD de Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida con la secuencia
aminoacídica del dominio EAL de BB1184 de B. bronchiseptica. En azul se destaca la región del motivo EAL ampliado
(ExLxR) involucrada en la unión a c-di-GMP. En rojo se destacan otros aminoácidos involucrados en la unión a c-di-
GMP.
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unir c-di-GMP a través del dominio EAL. La tríada ELR constituye la secuencia más 
común entre dominios EAL que carecen de actividad catalítica pero mantienen la 
capacidad de unir c-di-GMP81. Notablemente, aunque LapD no presenta ninguno de estos 
aminoácidos, sí conserva la capacidad de unir c-di-GMP84. Por ende, resulta importante 
destacar la gran variabilidad que existe entre diversos dominios EAL que unen c-di-
GMP81,251. La evidencia experimental sugiere que es el entorno del motivo EAL el que 
define su capacidad de unir c-di-GMP y no la secuencia aminoacídica del sitio EAL en sí 
misma. Debido a la notable flexibilidad que presenta la molécula de c-di-GMP puede 
adoptar una gran variedad de conformaciones lo cual permite que existan una importante 
diversidad dominios de unión a c-di-GMP81,252. 
 
Dominio GGDEF. El rol del dominio GGDEF en el funcionamiento de LapD no está 
absolutamente claro. No existe demasiada información acerca de cuáles son los residuos 
aminoacídicos de esta región que son indispensables para la función de la proteína. La 
mayor parte de la información disponible proviene de la resolución cristalográfica de la 
porción citoplasmática de LapD de P. fluorescens que incluye al dominio GGDEF140,253. 
 El dominio GGDEF de BB1184, al igual que el de LapD no presenta un sitio activo 
conservado. El alineamiento de BB1184 y LapD junto a diguanilato ciclasas de 
demostrada actividad pone en evidencia la ausencia de los aminoácidos necesarios para 
catalizar la síntesis de c-di-GMP (Figura 2.5). 
 
 
 
 El motivo GGDEF en BB1184 está formado por la secuencia -NGSDF-. En la 
primera posición encontramos un residuo de asparagina (N), posición en la que las 
diguanilato ciclasas activas poseen, en general, un residuo de glicina (G)79. En la tercera 
posición del motivo GGDEF, BB1184 tiene un residuo de serina (S) en lugar de aspartato 
(D) o glutamato (E). Ambos cambios presuponen la imposibilidad del dominio GGDEF de 
BB1184 de catalizar la síntesis de c-di-GMP. En base a estos resultados BB1184, al igual 
que LapD, no sería una diguanilato ciclasa activa.  
Figura 2.5. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de los dominios
GGDEF de diguanilato ciclasas con probada actividad catalítica junto a la
secuencia aminoacídica del dominio GGDEF de LapD de Pseudomonas
fluorescens (LapD_PF) y BB1184 de B. bronchiseptica.
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 La resolución cristalográfica de la estructura de LapD de P. fluorescens pone en 
evidencia la importancia de un residuo de glutamato ubicado en la posición 262 (E262). 
En la conformación auto-inhibida de LapD (en ausencia de c-di-GMP), E262 interacciona 
con el residuo R450 del dominio EAL impidiendo el acceso de c-di-GMP a su sitio de 
unión253. Estos dos aminoácidos se encuentran altamente conservados entre las LapD 
del género Pseudomonas, pero encontramos un nivel menor de conservación en 
especies diferentes253. BB1184 no presenta ninguno de estos dos residuos de 
aminoácidos en las posiciones mencionadas. Sin embargo, no existe evidencia 
experimental de que estos residuos puedan ser fundamentales para el correcto 
funcionamiento de LapD. 
 
Dominio HAMP. En la proteína LapD de P. fluorescens los dominios citoplasmáticos 
GGDEF y EAL están conectados al módulo periplasmático a través de un dominio 
denominado HAMP84. Este dominio ha sido descripto en una gran variedad de proteínas 
de señalización procariotas y eucariotas137. Habitualmente encontrado en proteínas de 
membrana, conecta dominios sensores extracitoplasmáticos con dominios efectores 
citoplasmáticos de manera tal de transmitir y convertir señales externas en respuestas 
internas254. A pesar de ser un dominio ampliamente distribuido entre proteínas de 
señalización existe escasa conservación a nivel aminoacídico138. Su conservación 
funcional reside en una estructura invariante caracterizada por la presencia de dos α-
hélices antiparalelas (AS-1 y AS-2) conectadas mediante una región no estructurada254. 
La escasa conservación a nivel aminoacídico que existe entre dominios HAMP de 
diferentes proteínas hace difícil su predicción mediante métodos in sílico138. 
 
 
 
 La Figura 2.6 muestra que el alineamiento de la región de BB1184 que 
correspondería al dominio HAMP y el dominio HAMP de P. fluorescens no arroja buenos 
resultados. 
Figura 2.6. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de los dominios HAMP
de BB1184 de B. bronchiseptica y LapD de P. fluorescens. La línea roja destaca la
posición ocupada por el residuo de glutamato presente en todos los dominios
HAMP.
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El alineamiento de esta secuencia contra la base de datos de NCBI arrojó como 
resultado la existencia de una proteína en Achromobacter spp. que presenta un 66% de 
identidad con la región propuesta de BB1184 y sí se encuentra anotada como HAMP. 
 Existe otra evidencia de que la región propuesta podría efectivamente tratarse de 
un dominio HAMP. El residuo de glutamato presente en la posición 230 de LapD de P. 
fluorescens es el único residuo invariante encontrado en las secuencias de todos los 
dominios HAMP estudiados84,255. En BB1184, este residuo está presente en esa posición, 
lo cual apoyaría la hipótesis de que efectivamente se trata de un dominio HAMP (Figura 
2.6). 
 
Dominio LapD_MoxY_N. Este dominio constituye la porción periplasmática de LapD a 
través de la cual interacciona con LapG. A diferencia de la profundidad con que ha sido 
estudiada la región citoplasmática de LapD, existe poca información sobre esta parte de 
la proteína. La presencia de un motivo GWxQ ha sido destacada como indispensable 
para garantizar una óptima interacción entre LapD y LapG139. A fin de determinar si este 
motivo está presente en la región periplasmática de BB1184 realizamos el alineamiento 
de las secuencias aminoacídicas de los dominio periplasmáticos de BB1184 y de las otras 
LapD previamente estudiadas. 
 
 
 
 El alineamiento muestra que el motivo GWxQ está presenta en la porción 
periplasmática de BB1184 al igual que en todas las otras proteínas LapD estudiadas 
(Figura 2.7). Este resultado implica que BB1184 podría interactuar con un homólogo a 
LapG en B. bronchiseptica. 
Figura 2.7. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la porción periplasmática de LapD de L. pneumophila,
P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida con la de la secuencia BB1184 de B. bronchiseptica. El rectángulo azul
demarca el motivo GWxQ involucrado en la interacción con LapG.
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BB1185 
 LapG es una cisteín proteasa dependiente de calcio (Ca+2) que ha sido 
caracterizada desde un punto de vista funcional y estructural en P. fluorescens130 y en L. 
pneumophila256. Basándonos en información proveniente de estudios cristalográficos y 
funcionales analizamos la presencia de residuos importantes en la secuencia BB1185 a 
fin de evaluar si esta secuencia podría ser LapG en B. bronchiseptica. 
 
 
 
 La actividad proteolítica de LapG reside en la tríada catalítica C-H-D (C137, H172 
y D189 en la secuencia de LapG de L. pneumophila)256. Realizando un alineamiento de 
las secuencias de LapG de P. fluorescens, L. pneumophila y BB1185 vemos que BB1185 
conserva los residuos aminoacídicos necesarios para desarrollar la actividad proteolítica 
(Figura 2.8, flechas rojas). Asimismo, existe un segundo grupo de aminoácidos que si 
bien no participan del mecanismo de reacción son importantes para estabilizar los tres 
residuos antes mencionados. S190, D203 y R201 son fundamentales para coordinar al 
residuo D189 en LapG de L. pneumophila y así estabilizar la región del sitio activo256. 
Estos tres residuos también se encuentran en la secuencia de BB1185 (Figura 2.8, 
flechas verdes). 
 Un segundo grupo de aminoácidos importantes lo forman aquellos involucrados 
en la coordinación de Ca+2. Si bien no está absolutamente claro el aporte de los iones 
Ca+2 al mecanismo de reacción y a la estabilidad de LapG, se ha demostrado que tanto 
la actividad proteolítica como la interacción con LapD dependen de este ion. En L. 
Figura 2.8. Alineamientos de las secuencias aminoacídicas completas de LapG de L. pneumophila
(LapG_LN), LapG de P. fluorescens (LapG_LN) y BB1185 de B. bronchiseptica. Las flechas rojas
indican la tríada C-H-D involucrada en el mecanismo de la reacción de proteólisis. Las flechas
verdes indican un grupo de residuos importantes en la estabilización del sitio activo. Las flechas
azules indican los residuos involucrados en la coordinación de Ca+2.
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pneumophila los residuos D120, D136, E138 y D139 participan de la coordinación de 
iones Ca+2 en las cercanías del sitio activo256. Mientras D136, E138 y D139 resultan 
indispensables, la variabilidad encontrada en torno al residuo D120 demuestra su rol 
secundario en la estabilización del sitio activo. En el caso de P. fluorescens, en donde 
estos residuos han sido estudiados funcionalmente, se determinó que los residuos D134 
y E136 son necesarios para que LapG adopte la conformación óptima para interaccionar 
con LapD130. La secuencia BB1185 posee tres de los cuatro aminoácidos reportados 
como importantes para la unión de calcio (Figura 2.7, flechas azules). 
 
BB1186 
 Al comienzo del capítulo describimos que la presencia de elementos comunes a 
la proteína LapA de P. fluorescens nos condujo a la hipótesis de que BB1186 podría ser 
la adhesina de un sistema regulador de la formación de biofilm dependiente de c-di-GMP 
en B. bronchiseptica. Además de los elementos destacados previamente, existen otros 
que son importantes para la función de LapA que no fueron considerados en la búsqueda 
inicial y que requieren de un análisis más profundo. 
 En P. fluorescens, el desprendimiento de LapA de la membrana plasmática, 
catalizado por la proteasa LapG, es dependiente de dos elementos ubicados cerca del 
extremo N-terminal. El mencionado desprendimiento de LapA se produce como 
consecuencia de un corte proteolítico generado entre un par de residuos de alanina. La 
mutación de este par de alaninas genera una versión de LapA que no puede ser clivada 
por LapG140. Asimismo, el reconocimiento de este sitio de clivado es dependiente de la 
estructura secundaria de la secuencia localizada hacia el extremo N- terminal del par de 
alaninas. LapG reconoce una hélice-α ubicada 12 aminoácidos antes de sitio de corte y 
finalmente genera el corte del enlace peptídico entre los mencionados residuos de 
alanina127. 
 BB1186 posee 3 pares de residuos de alanina entre los primeros 150 aminoácidos 
del extremo N-terminal que podrían constituir el sitio de clivado para BB1185: 81-AA-82, 
96-AA-97 y 111-AA-112 (Figura 2.9.a). 
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 Para realizar el análisis estructural de la porción N-terminal de BB1186 utilizamos 
la herramienta online Phyre2 que permite determinar la estructura secundaria y terciaria 
de secuencias aminoacídicas mediante el alineamiento contra secuencias de una base 
de datos de proteínas cristalizadas257. Mediante este modelado identificamos una 
estructura de hélice-α 12 aminoácidos antes del par 111-AA-112 (Figura 2.8.a). Este sitio 
reúne las dos características que han sido descriptas como necesarias para sustratos de 
LapG. 
 El modelado molecular además demuestra la presencia de una estructura tipo 
barril-β cerca del extremo N-terminal (Figura 2.8.b). Esta estructura, denominada módulo 
de retención, es otra característica típica de las proteínas de la familia de LapA que son 
sustrato de LapG136. 
Otra región que resulta importante analizar es la zona central de BB1186 donde 
se encuentran las repeticiones de los dominios CADG y VCBS (Dystroglycan-type 
cadherin-like domains y Vibrio, Colwellia, Bradyrhizobium, y Shewanella repeats 
superfamily respectivamente) (Figura 2.10.a). La secuencia BB1186 presenta ocho 
repeticiones. Cada unidad repetitiva puede a su vez ser dividida en 4 regiones: un 
dominio CADG, un dominio VCBS y dos regiones intermedias denominadas ID1 e ID2 
(por inter-domain region 1 y 2). La representación tipo WebLogo mostrada en la Figura 
2.10.b demuestra un elevado nivel de conservación entre las secuencias de las 8 
repeticiones en la zona media de BB186 en la cepa RB50. 
T
A
A
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Sitio de 
clivado LapG
180°
Módulo de retención
(a)
(b)
Figura 2.9. (a) El panel superior muestra el resultado del modelado molecular de la porción N-terminal de BB1186
utilizando la herramienta informática Phyre2. Las flechas azules representan regiones que adoptan una estructura
secundaria tipo lámina-β, las hélices verdes representan regiones que adoptan una estructura secundaria del tipo
hélice-α. (b) Representación tridimensional del modelado molecular de la porción N-terminal de BB1186 utilizando el
programa VMD para visualización de proteínas. El módulo de retención se visualiza como una estructura
condensada formada por láminas β. El sitio de corte para LapG, -TAAV- está representado en color amarillo y 12
residuos corriente arriba, coloreada en naranja, se visualiza la hélice-α que participaría del reconocimiento por parte
de LapG.
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 Tal como fuera destacado previamente, la región de repeticiones de BB1186 no 
presenta homología de secuencia con la región de repeticiones de LapA ni de ninguna 
otra entre las proteínas de la familia de LapA. 
 
Análisis en otras especies del género Bordetella 
 Con el objetivo de determinar si las proteínas Lap podrían ser un mecanismo de 
regulación extendido a lo largo de todo el género Bordetella utilizamos la secuencia lapG 
de P. fluorescens (BB1185 en B. bronchiseptica) para realizar una búsqueda en los 
genomas del resto de las cepas de Bordetella secuenciadas. 
 Como resultado de esta búsqueda, secuencias homólogas a lapG fueron 
encontradas también en B. parapertussis (humana y bovina), B. flabilis, B. bronchialis y 
B. ansorpii (Tabla 2.1). El análisis de las regiones adyacentes a las secuencias 
encontradas mostró que todas las especies que presentaban una secuencia homóloga a 
lapG también presentaban secuencias homólogas a lapD y una secuencia con 
características típicas de las adhesinas tipo LapA (zona intermedia con repeticiones, 
factor A de von Willebrand, dominio RTX y secuencias de señalización para un sistema 
de secreción tipo I). Asimismo, todas estas especies presentan, en esta región del 
76-105 IDR1 106-195 VCBS
1-75 CADG
196-219 IDR2
Figura 2.10. (a) Esquema de la región central de BB1186 donde se encuentra la
zona de repeticiones. Los barriles amarillos representan las 8 repeticiones presentes
en la secuencia de BB1186 de la cepa B. bronchiseptica RB50. (b) Representación
estilo WebLogo de la secuencia de las 8 repeticiones. Cada repetición está
compuesta por los dominios CADG, IDR1, VCBS e IDR2.
(b)
N-term C-term
región de repeticiones
CADG-IDR1-VCBS-IDR2
(a)
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genoma, secuencias que podrían codificar para los componentes típicos de los sistemas 
de secreción tipo I (Tabla 2.1). 
 
Tabla 2.1. Proteínas Lap encontradas en especies del género Bordetella. Para cada cepa se muestra el número de 
acceso a la secuencia correspondiente a cada una de las proteínas Lap y los componentes del sistema de secreción 
tipo I. 
Especie lapD lapG lapA T1SS 
B. bronchiseptica BB1184 BB1185 BB1186 
BB1188 
BB1189 
BB1191 
B. parapertussis 
(humana) BPP0972 BPP0973 BPP0974 
BPP0976 
BPP0977 
BPP0979 
B. parapertussis 
(ovina) BN117_3692 BN117_3691 BN117_3690 
BN117_3685 
BN117_3687 
BN117_3688 
B. flabilis BAU07_15660 BAU07_15665 BAU07_15670 
BAU07_15680 
BAU07_15685 
BAU07_15695 
B. bronchialis BAU06_11015 BAU06_11010 BAU06_11005 
BAU06_10995 
BAU06_10990 
BAU06_10980 
B. ansorpii SAI71923.1 SAI71921.1 SAI71920.1 
SAI71915.1 
SAI71913.1 
SAI71907.1 
 
 Llamativamente no encontramos esta secuencia en la especie históricamente 
más estudiada del este género, B. pertussis. Tampoco encontramos evidencia de la 
presencia de secuencias homólogas a BB1184 o BB1186. Al analizar detalladamente el 
genoma de la cepa Tohama I de B. pertussis encontramos que en la región donde 
esperaríamos encontrar las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 se produjo una gran 
deleción. La gran mayoría de los genes de B. bronchiseptica entre BB1183 y BB1269 no 
están presentes en el genoma de B. pertussis. Durante su evolución, B. pertussis sufrió 
un arreglo genómico que la llevó a perder un parte importante de su genoma como 
consecuencia de la adaptación de la adaptación a su único nicho conocido, el ser 
humano153. Nuestro análisis demuestra que las secuencias analizadas en este trabajo, 
BB1184, BB1185 y BB1186, se encuentran dentro de ese grupo de genes que B. 
pertussis ha perdido a lo largo de su evolución. 
 Tampoco se detectó la presencia de estas secuencias en las especies B. avium, 
B hinzii, B. pseudohinzii, B. holmesii o B. trematum. 
 
Análisis de BB1184, BB1185 y BB1186 en la cepa B. 
bronchiseptica 9.73H+ 
 Los estudios de nuestro grupo de investigación acerca del rol del segundo 
mensajero c-di-GMP en la regulación de la movilidad y la formación de biofilm de B. 
bronchiseptica fueron desarrollados utilizando la cepa B. bronchiseptica 9.73H+224. Al 
momento de comenzar este trabajo de tesis, el genoma de esta cepa no estaba 
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secuenciado, motivo por el cual nuestra búsqueda in silico fue realizada sobre el genoma 
de la cepa RB50. 
 Durante el desarrollo de esta tesis, comenzamos con el proyecto de 
secuenciación de la cepa que es objeto de nuestro estudio. La secuenciación fue 
realizada en el Departamento de Ciencias Ambientales de la Universidad de Aarhus 
(Dinamarca) utilizando la plataforma Illumina HiSeq 2000-1 TB.  
 La secuenciación completa del genoma es una línea de trabajo que excede los 
objetivos de esta tesis doctoral. Sin embargo, la secuencia de las regiones genómicas 
que son objeto de estudio de este trabajo constituye una información que aprovechamos 
para sustentar el análisis pormenorizado que presentamos en las secciones anteriores.  
Las secuencias nucleotídicas BB1184 y BB1185 presentan un 100% de identidad 
entre las cepas B. bronchiseptica RB50 y 9.73H+. Asimismo, las regiones intergénicas 
se encuentran igualmente conservadas entre las cepas analizadas. La secuencia 
BB1186 presentó dos regiones que no pudieron ser secuenciadas (Figura 2.11 Seq1 y 
Seq2). 
No resulta llamativo que estos gaps se encuentren en la región correspondiente 
a la zona media de BB1186, región correspondiente a las repeticiones de los dominios 
CADG y VCBS. Dada la dificultad de los sistemas experimentales y de las herramientas 
informáticas para cerrar y determinar secuencias en regiones altamente repetitivas258, la 
secuencia completa de esta región no pudo ser determinada en la primera secuenciación. 
Con el objetivo de cerrar la secuencia de BB1186 en la cepa 9.73H+ diseñamos primers 
con homología por las regiones adyacentes a aquellas que no pudieron ser secuenciadas 
en el primer intento (Figura 2.11.b). Las regiones denominadas Seq1 y Seq2 fueron 
amplificadas por PCR y secuenciadas. 
Los resultados de estas secuenciaciones muestran la presencia sólo de un 
dominio VDCG y un dominio VCBS lo cual indicaría la presencia de sólo una de las 
repeticiones descriptas en la cepa RB50 (VDCG-IDR1-VCBS-IDR2). Según estos 
resultados BB1186 de la cepa 9.73H+ tendría un peso molecular de 208 kDa, lo cual 
representa un valor notablemente bajo para una adhesina tipo LapA. 
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 A fin de determinar si el tamaño de BB1186 determinado para la cepa 9.73H+ es 
igual en otras cepas de B. bronchiseptica, analizamos secuencias homólogas a BB1186 
en 58 genomas disponibles en bases de datos. Algunos de estos genomas corresponden 
a proyectos en desarrollo por lo que aún no han sido curados y también presentan 
regiones incompletas. La Tabla 2.2 muestra los resultados de ese análisis. 
 
 
NNNNNNNNNNN NNNN
Seq1 Seq2
brtA
(b)
(a)
Figura 2.11. (a) Esquema de la secuencia nucleotídica de BB1186 de la cepa B. bronchiseptica 9.73H+. En rojo se
muestra la región Seq1 y en verde la región Seq2 cuyas secuencias no pudieron ser determinadas en la primera
secuenciación. (b) Secuencia de las 3.000 pares de bases del extremo N-terminal de BB1186 tal como fue obtenida
en la primera secuenciación. En letras rojas se detalla la región de hibridación de los primers utilizados para
secuenciar la región Seq1; en letras verdes se detalla la región de hibridación de los primers utilizados para
secuenciar la región Seq2.
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Tabla 2.2 Análisis de secuencias homólogas a BB1186 en 58 cepas de B. bronchiseptica secuenciadas. 
“Indeterminado” significa que, en esa cepa, la secuencia homóloga a BB1186 estaba incompleta y no fue posible 
determinar el número de repeticiones. 
Huésped Cepa número de repeticiones Huésped Cepa número de repeticiones 
Gato MBORD635 Indeterminado Humano F4563 3 
Gato MBORD782 Indeterminado Humano GA96-01 Indeterminado 
Perro MBORD785 Indeterminado Humano MBORD675 3 
Perro MBORD839 Indeterminado Humano MO211 Indeterminado 
Perro MBORD591 Indeterminado Humano MO275 Indeterminado 
Perro MBORD595 Indeterminado Humano SBL-F6116 Indeterminado 
Cobayo MBORD665 Indeterminado Koala MBORD681 Indeterminado 
Cobayo MBORD668 Indeterminado Koala MBORD698 3 
Cobayo MBORD670 2 Cerdo CARE970018BB 4 
Cobayo MBORD678 Indeterminado Cerdo MBORD849 3 
Cobayo MBORD762 2 Conejo RB50 15 
Caballo 7E71 5 Conejo 3E44 6 
Caballo MBORD624 3 Conejo A1-7 Indeterminado 
Caballo MBORD632 2 Conejo B18-5 (C3) 6 
Caballo MBORD731 4 Conejo B20-10725633 7 
Humano 1289 Indeterminado Conejo RB630 Indeterminado 
Humano Bbr77 5 Nutria SO10328 3 
Humano MOI 149 11 Foca M435/02/3 2 
Humano 253 13 Foca M85/00/2 Indeterminado 
Humano 00-P-2730 Indeterminado Pavo CA90 BB02 Indeterminado 
Humano 00-P-2796 2 Pavo CA90 BB1334 Indeterminado 
Humano 345 3 Pavo F-1 3 
Humano D756 Indeterminado Pavo F2 3 
Humano D989 5 Pavo MBORD707 5 
Humano D993 Indeterminado Pavo MBORD901 3 
Humano E010 2 Pavo OSU054 Indeterminado 
Humano E012 2 Pavo OSU095 3 
Humano E013 Indeterminado Pavo OSU553 Indeterminado 
Humano E014 3 Conejo 9.73H+ 1 
 
 Al analizar las secuencias de los 58 genomas publicados encontramos la dificultad 
de que en muchos casos la región correspondiente a la secuencia homóloga a BB1186 
tampoco se encontraba completa. Esto pone de manifiesto la gran dificultad que existe 
para secuenciar esta región por métodos masivos. En aquellas cepas en donde esta 
región estaba completa vemos que el número de repeticiones que presenta la secuencia 
homóloga a BB1186 se encuentra entre 2 y 15 con una media de 3. Ninguna de las cepas 
analizadas presenta una sola repetición tal como determinamos para nuestra cepa de 
trabajo. Este resultado podría implicar que el resultado obtenido luego de ambas rondas 
de secuenciación podría no ser correcto. En capítulos posteriores presentaremos más 
evidencia a favor de esta hipótesis. 
 
Conclusiones y discusión 
 La cantidad y versatilidad de herramientas informáticas sumado a la creciente 
disponibilidad de datos biológicos con que contamos hoy en día hace casi indispensable 
comenzar el estudio de cualquier área de la biología molecular empleando estas 
herramientas disponibles. 
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 Mediante el análisis in silico del genoma de B. bronchiseptica identificamos un 
grupo de secuencias que reúnen un conjunto de características que las hacen buenos 
candidatos a regular la formación de biofilm a través de c-di-GMP. BB1184, BB1185 y 
BB1186 podrían formar parte, en B. bronchiseptica, de un mecanismo de control de la 
formación de biofilm análogo a las proteínas LapD, LapG y LapA en P. fluorescens140 
(Figura 2.1). Gracias a la profundidad con la que estas proteínas han sido estudiadas 
existe abundante información sobre el funcionamiento de este sistema a nivel 
aminoacídico y estructural. Esta información nos permitió realizar un análisis detallado de 
las secuencias y estructuras de BB1184, BB1185 y BB1186 con el objetivo de determinar 
la presencia o no de residuos aminoacídicos y características estructurales que han sido 
reportados como importantes para ejecutar sus respectivas funciones. 
 Como resultado de ese análisis determinamos que las secuencias encontradas 
presentan características comunes con las proteínas LapD, LapG y LapA. 
 El dominio EAL de BB1184 presenta diferencias notables con el dominio EAL de 
proteínas LapD descriptas en P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa y L. pneumophila 
(Figura 2.4). La gran flexibilidad que presenta la molécula de c-di-GMP le permite adoptar 
multiplicidad de conformaciones y como consecuencia de ello es que existe una gran 
diversidad de dominios capaces de unir esta molécula81,251. Esta característica de la 
molécula de c-di-GMP hace difícil predecir por métodos bioinformáticos si un dominio es 
capaz o no de unir c-di-GMP. Por ende, la diferencia a nivel de secuencia entre el dominio 
EAL de BB1184 y el dominio EAL de LapD no puede ser considerada como una evidencia 
de que BB1184 no sería capaz de unir c-di-GMP. Si bien el resto de la evidencia sugiere 
que BB1184, al igual que LapD sería capaz de unir c-di-GMP, podría ser necesaria la 
realización de ensayos a fin de determinar empíricamente esta hipótesis. La técnica de 
calorimetría de titulación isotérmica (ITC), constituye una técnica utilizada para 
determinar interacciones biológicas entre proteínas o entre proteínas y ligandos que 
podría ser útil a fin de demostrar esta hipótesis259.  
 En el entorno génico de las secuencia BB1186 encontramos secuencias que 
podrían codificar para componentes del sistema de secreción tipo I. Este sistema de 
secreción, al igual que en P. fluorescens63,136 podría constituir el mecanismo mediante el 
cual BB1186 es traslocada hasta la membrana plasmática. En forma simultánea pero 
independiente al desarrollo de nuestro trabajo, el grupo de Y. Horiguchi de la Universidad 
de Osaka (Japón) identificó y caracterizó estructuralmente la secuencia BB1186260. 
Basándose en la presencia del dominio RTX en el extremo C-terminal designaron a la 
secuencia BB1186 como BrtA por las siglas en inglés de Bordetella RTX family adhesin. 
El mencionado trabajo confirma nuestra observación original de que los genes BB1188-
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BB1191 codifican para el sistema de secreción tipo I encargado de la secreción de 
BrtA260. 
 Adhesinas gigantes de la familia de LapA han sido descriptas en P. fluoresces261, 
L. pneumophila262, P. putida263, Shewanella Oneidensis264, Pectobacterium 
atrosepticum265 y V. cholerae266. Todas estas adhesinas presentan un arreglo de 
dominios similar al encontrado en BB1186. La presencia de elementos comunes en 
adhesinas de organismos tan variados demuestra que la funcionalidad del sistema está 
muy conservada incluso entre organismos filogenéticamente no relacionados. Sin 
embargo, entre las adhesinas tipo LapA de los organismos antes mencionados existen 
diferencias importantes en la región media correspondiente a la zona de repeticiones. 
Las diferencias en esta región se dan no sólo en número sino también a nivel de 
secuencia. La deleción de esta región en P. fluorescens y en B. bronchiseptica ha puesto 
de manifiesto la importancia de esta zona en la adhesión y formación de biofilm127,260. 
Estos datos sugieren que, en cada organismo, esta región ha ido evolucionando en forma 
particular para adaptarse a las superficies específicas a las que se enfrentan en sus 
respectivos nichos. El análisis de las secuencias homólogas a BB1186 en 58 aislamientos 
de B. bronchiseptica demuestra también una gran variabilidad en el número de 
repeticiones incluso dentro de un misma especie. Mediante este análisis, no observamos 
ninguna correlación entre el número de repeticiones y el origen del aislamiento. 
 Al analizar el genoma de la cepa B. pertussis Tohama I vimos que las secuencias 
BB1184, BB1185 y BB1186 son parte de un grupo de genes que se perdieron durante el 
proceso evolutivo de B. pertussis. La teoría más aceptada hoy en día indica que la gran 
reducción en el genoma de B. pertussis está directamente relacionada con su adaptación 
a su único nicho de colonización conocido que son las vías respiratorias de humanos153. 
En este contexto, la pérdida de las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 sugiere que 
su función no era indispensable para la colonización de este nicho o bien que su función 
fue reemplazada por otras proteínas. 
 Si bien los resultados mostrados hasta el momento constituyen un fuente de 
información que avala la hipótesis de que un sistema tipo Lap podría funcionar en B. 
bronchiseptica, esto sólo constituye el principio del análisis. El análisis funcional de 
BB1184, BB1185 y brtA (BB1186) será abordado en los siguientes capítulos. 
 

  
 
Capítulo 3 
BrtA regula la formación de 
biofilm en B. bronchiseptica 
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Introducción 
 La adhesina LapA es un factor indispensable para la formación de biofilm en P. 
fluorescens63. La localización de esta proteína sobre la membrana plasmática está 
controlada de manera post transcripcional a través del segundo mensajero c-di-GMP. 
Debido a que esta adhesina está involucrada en etapas iniciales del proceso de formación 
de biofilm, su ausencia conlleva a la imposibilidad de P. fluorescens de desarrollar estas 
estructuras63. 
 Los resultados presentados en el capítulo anterior sugieren que la secuencia 
BB1186 presenta características comunes con la adhesina LapA de P. fluorescens. 
BB1186 al igual que LapA presenta una región de repeticiones en la zona media de la 
proteína y un dominio RTX, un dominio del tipo factor A de Von Willebrand y secuencias 
de señalización para sistema de secreción tipo I en el extremo C-terminal. Estas 
observaciones nos condujeron a la hipótesis de que BB1186 podría ser una adhesina 
involucrada en la formación de biofilm en B. bronchiseptica. 
La secuencia BB1186 ha sido denominada brtA por el grupo de investigación 
liderado por Y. Horiguchi de la Universidad de Osaka (Japón)260. La denominación 
acuñada responde al nombre en idioma inglés “Bordetella RTX-family Adhesin”. Por lo 
tanto, de aquí en más adoptaremos esa misma denominación para referirnos a BB1186. 
 A lo largo de siguiente capítulo presentaremos los resultados del análisis del rol 
de BrtA en la formación de biofilm de B. bronchiseptica. Para el cumplimiento de este 
objetivo diseñamos y obtuvimos la cepa ∆brtA por deleción limpia mediante doble 
recombinación homóloga y evaluamos su capacidad de formación de biofilm sobre 
diferentes superficies. Debido a que la formación de biofilm en B. bronchiseptica está 
regulada por el sistema de dos componentes BvgAS, el aporte de BrtA a este proceso 
fue analizado en todas las fases de virulencia. Además, presentaremos la metodología 
utilizada para determinar la presencia de esta adhesina en el sobrenadante de cultivo de 
la cepa B. bronchiseptica salvaje y la aplicación de este resultado para la obtención de 
anticuerpos específicos contra esta proteína. 
 
BrtA es una adhesina involucrada en la formación de biofilm en 
B bronchiseptica 
 Con el objetivo de evaluar la hipótesis de que BrtA (BB1186) es una adhesina 
involucrada en la formación de biofilm en B. bronchiseptica obtuvimos la cepa ∆brtA por 
deleción limpia de la secuencia BB1186. Secuencias de 600 pares de bases río arriba y 
río debajo de BB1186. fueron amplificadas por PCR y clonadas en el vector pMQ30 no 
replicativo en B. bronchiseptica. Mediante una estrategia basada en la doble 
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recombinación homóloga de las secuencias antes amplificadas y la utilización del 
marcador de contra selección sacB seleccionamos los clones recombinantes. La deleción 
de la secuencia BB1186 fue corroborada mediante PCR. 
 En B. bronchiseptica, la formación de biofilm está regulada a través del sistema 
de dos componentes BvgAS222,223. Mientras que en fase virulenta y avirulenta la formación 
de biofilm es moderada, en fase intermedia se observan altos niveles de formación de 
biofilm. Debido a que desconocíamos si BrtA participaba de la formación de biofilm en 
alguna fase en particular, el efecto de la deleción de brtA, tuvo que ser evaluado en 
condiciones de cultivo que modulen el sistema BvgAS en diferentes fases de virulencia. 
En condiciones de laboratorio, la actividad del sistema de dos componentes puede ser 
modulada a través de la adición de concentraciones milimolares de ácido nicotínico al 
medio de cultivo193. Considerando la necesidad de utilizar una estrategia experimental 
que nos permitiera analizar diversas condiciones de cultivo de manera simultánea 
decidimos utilizar la estrategia de formación de biofilm en microplacas de policloruro de 
vinilo (PVC)267. Este método experimental constituye una herramienta versátil que ha sido 
previamente utilizada por integrantes de nuestro laboratorio para la caracterización de la 
formación de biofilm en B. bronchiseptica224. Esta estrategia permite el estudio de las 
etapas iniciales de la formación de biofilm y la identificación de factores necesarios 
durante esa etapa del proceso267. 
 Para el desarrollo de estos experimentos se prepararon cultivos de la cepa salvaje 
y ∆brtA abarcando un rango de concentraciones de ácido nicotínico desde 0 mM hasta 
4,0 mM de manera tal de modular al sistema de dos componentes BvgAS en todas las 
fases de virulencia. Es preciso destacar que el medio de cultivo SS posee una 
concentración de ácido nicotínico de 0,032 mM sin embargo, esa concentración no es 
suficiente para modular el sistema de dos componentes BvgAS233. En lo subsiguiente, 
cada vez que hagamos mención a que el medio de cultivo fue suplementado con ácido 
nicotínico significa que la concentración indicada fue agregada por sobre el nivel que 
contiene de base el medio SS. Las microplacas de cultivo fueron incubadas a 37°C 
durante 24 horas y transcurrido ese tiempo se retiró la suspensión bacteriana y se 
realizaron lavados con agua destilada. A fin de visualizar y cuantificar la formación de 
biofilm, las fosas fueron incubadas durante 30 minutos con solución de cristal violeta 
0,1%. Transcurrido ese tiempo, la solución colorante fue retirada y las fosas fueron 
lavadas con agua destilada para eliminar los restos de cristal violeta que no hubieran 
teñido el biofilm. 
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 El biofilm formado se 
visualiza como una línea en la 
región de la fosa de cultivo 
donde se encontraba la 
interfase entre la suspensión 
bacteriana y el aire (Figura 3.1). 
Por debajo de esta región, alejándonos de la zona correspondiente a la interfase 
aire-líquido, se aprecia una zona de coloración menos intensa que se reduce 
gradualmente hasta el fondo de la fosa. Para obtener una medida cuantitativa de este 
ensayo se deben adicionan 125 µL de ácido acético 33% v/v para disolver el cristal violeta 
y la solución obtenida es cuantificada mediante espectrofotometría a 595 nm. 
 
 
 
La Figura 3.2 muestra los resultados del experimento de formación de biofilm en 
microplacas de PVC de la cepa B. bronchiseptica salvaje y la cepa B. bronchiseptica 
ΔbrtA en distintas fases de modulación del sistema de dos componentes BvgAS. En 
primer lugar, tal como destacáramos previamente, el análisis de la formación de biofilm 
de la cepa salvaje muestra una región de intensa coloración en la superficie 
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Figura 3.2. Ensayo de formación de biofilm en microplacas de policloruro de vinilo (PVC).
(a) Imágenes representativas que muestran el resultado de un experimento de formación de
biofilm en microplacas luego de la tinción con solución de cristal violeta. (b) El gráfico
representa el promedio y la desviación estándar de 3 réplicas biológicas (4 réplicas técnicas
por experimento). * indica diferencia estadísticamente significativa entre las cepas Bb
salvaje y Bb ΔbrtA en la misma condición de cultivo, p<0.01.
Concentraciones ác. nicotínico (mM)
Interfase 
aire-líquido
Figura 3.1. Imagen representativa del
resultado de un experimento de
formación de biofilm de la cepa B.
bronchiseptica salvaje en microplacas de
policloruro de vinilo (PVC) luego de la
tinción con solución de cristal violeta
0,1%.
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correspondiente a la zona de la interfase entre la suspensión bacteriana y el aire. Si bien 
esta característica se aprecia en todas las condiciones de cultivo, la mayor intensidad y 
máxima formación de biofilm la encontramos en cultivos realizados con una 
concentración de 1,0 mM de ácido nicotínico. Esta observación coincide con resultados 
publicados previamente por nuestro grupo y otros grupos de investigación que dan cuenta 
de que la máxima formación de biofilm se produce en concentraciones intermedias de 
ácido nicotínico222–224. Estos niveles de ácido nicotínico inducen la modulación fenotípica 
del sistema BvgAS a una fase de virulencia intermedia193. 
El análisis cuantitativo de los resultados muestra una reducción modesta pero 
significativa en la formación de biofilm de ΔbrtA en comparación a la cepa salvaje en 
cultivos con una concentración de ácido nicotínico de 2,0 mM (p<0.01) (Figura 3.2.b). La 
inspección directa de las fosas teñidas con cristal violeta nos permite apreciar las 
diferencias en las características macroscópicas de los biofilms formados por la cepa 
salvaje y la cepa ∆brtA. En la Figura 3.2.a se observan diferencias tanto en 2,0 mM como 
en 4,0 mM. Estas diferencias se produjeron principalmente en la región correspondiente 
a la interfase aire-líquido. Por debajo de esta región no se aprecian diferencias 
importantes entre las cepas. 
Al comparar los resultados cualitativos con los datos cuantitativos que 
presentamos previamente, vemos que el análisis cuantitativo de la condición 4,0 mM no 
mostró diferencias significativas entre la cepa salvaje y la cepa ΔbrtA. Esto puede 
deberse a que la deleción de brtA no suprimió la formación de biofilm, sino que la redujo 
en la zona de la interfase, pero casi no la alteró en la región inferior de las fosas. 
Los resultados presentados en los párrafos anteriores sustentan la hipótesis de 
que BrtA participa en la formación de biofilm de B. bronchiseptica, al menos sobre la 
superficie hidrofóbica de las microplacas de cultivo analizadas. Con el objetivo de estudiar 
el aporte de BrtA sobre una superficie alternativa, analizamos la formación de biofilm en 
tubos de vidrio de silicato. A diferencia del material utilizado previamente, el vidrio de 
silicato presenta propiedades más hidrofílicas que el PVC. 
La Figura 3.3 muestra los resultados de formación de biofilm en tubos de vidrio de 
las cepas B. bronchiseptica salvaje y ΔbrtA. Estos resultados muestran una notable 
diferencia en formación de biofilm de la cepa ΔbrtA en comparación a la cepa salvaje en 
cultivos con una concentración de ácido nicotínico de 2,0 mM. Mientras la cantidad de 
biofilm desarrollada por la cepa salvaje aumentó entre las 48 y las 96 horas, el defecto 
en la formación de biofilm de la cepa ΔbrtA no pudo ser revertido aún tras 96 horas de 
incubación. 
Con el objetivo de profundizar el análisis del rol de BrtA, analizamos la formación 
de biofilm de la cepa salvaje y la cepa ∆brtA mediante microscopía electrónica de barrido 
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(SEM). Para el desarrollo de estos experimentos, utilizamos un diseño experimental que 
contempla la formación de biofilm sobre cubreobjetos semi sumergidos en cultivos 
incubados durante 48 horas a 37°C sin agitación. Luego de esta incubación, los biofilms 
fueron fijados mediante una solución de glutaraldehído-PBS 2,5% v/v para luego ser 
sometidos a un tren de deshidratación con alcohol etílico y posteriormente secados por 
la técnica de punto crítico. Finalmente, las muestras fueron metalizadas con oro para ser 
observadas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). 
 
 
 
La cepa B. bronchiseptica salvaje muestra estructuras características de la 
formación de biofilm donde se distinguen aglomeraciones de bacterias con desarrollo en 
altura y la presencia de canales entre los aglomerados (Figura 3.3.b). Por el contrario, la 
observación microscópica de la cepa ∆brtA pone de manifiesto la imposibilidad de esta 
cepa de desarrollar estructuras del tipo de biofilm. En estas imágenes se observa que la 
cepa ∆brtA presenta un número menor de bacterias adheridas directamente a la 
superficie. Por otro lado, también se observan muy pocas bacterias que presenten 
contacto directo entre ellas (Figura 3.3.b). Estas observaciones podrían sugerir que BrtA 
Bb salvaje Bb ∆brtA
48 h
72 h
96 h
2,0 mM AN
Bb salvaje Bb ΔbrtA
2,0 mM AN
50kDa
37kDa
Control positivo
(c)
(a) (b)
Figura 3.3. (a) Ensayos de formación de biofilm en tubos de vidrio. Tras el tiempo de incubación indicado, los tubos
fueron incubados durante 15 minutos con solución de cristal violeta 0,1% a fin de evidenciar la formación de biofilm
(b) Microscopía electrónica de barrido (SEM) de biofilms de Bb salvaje y Bb ΔbrtA formados sobre vidrios
semisumergidos. (c) Western blot anti flagelina de muestras de proteína total obtenidas de cultivos realizados en
presencia de 0 mM y 2,0 mM de ácido nicotínico. A modo de control positivo, se incluyó una muestra de flagelina
purificada.
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participaría de la formación de biofilm mediando la interacción de las bacterias a la 
superficie y también entre bacterias. 
Dado que nuestros experimentos muestran el defecto en la formación de biofilm 
de la cepa ∆brtA en presencia de concentraciones de ácido nicotínico de 2,0 mM nos 
preguntamos a qué fase de virulencia corresponde esta condición de cultivo. Datos de 
bibliografía indican que por encima de 1,6 mM B. bronchiseptica presenta un modulación 
fenotípica de fase avirulenta193,222. A fin de confirmar si en nuestras manos, en cultivos 
que presentan una concentración de 2,0 mM de ácido nicotínico B. bronchiseptica se 
encuentra en fase avirulenta, analizamos la presencia de flagelina en muestras de 
proteína total. El flagelo es un factor de avirulencia que no se expresa en fase virulenta 
ni intermedia y por lo tanto constituye un reportero confiable de la fase en la que se 
encuentra la bacteria en nuestras condiciones de cultivo228. 
Para determinar la presencia de flagelina, realizamos cultivos de 16 horas, a 37°C 
con agitación en condiciones de 0 mM y 2,0 mM de ácido nicotínico. Se prepararon 
muestras de proteína total y se analizaron mediante Western blot utilizando un anticuerpo 
primario anti-flagelina. 
Los resultados de este ensayo muestran que, en las condiciones de cultivo 
analizadas, en presencia de 2,0 mM de ácido nicotínico hay expresión de flagelina (Figura 
3.3.c). Este resultado confirma, tal como está descripto en la bibliografía, que en cultivos 
conteniendo una concentración de ácido nicotínico de 2,0 mM B. bronchiseptica se 
encontraría en fase avirulenta. 
En conclusión, los resultados presentados en esta sección demuestran que BrtA 
es un factor involucrado en la formación de biofilm de B. bronchiseptica. En el defecto en 
la formación de biofilm de la cepa ∆brtA se hace mucho más evidente sobre la superficie 
hidrofílica de los tubos de vidrio de silicato. Este resultado da cuenta de que la 
contribución de BrtA a la formación de biofilm resulta dependiente de la naturaleza de la 
superficie. Por último, los resultados del ensayo de microscopía electrónica de barrido 
confirman la importancia de BrtA y aportan evidencia acerca del rol específico de esta 
adhesina en el proceso global de formación de biofilm. Estas observaciones podrían 
indicar que BrtA tendría un rol decisivo en la adhesión de B. bronchiseptica a la superficie, 
así como también en las interacciones célula-célula que resultan vitales para un óptimo 
desarrollo de las estructuras características de los biofilm bacterianos. 
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Purificación de BrtA a partir de sobrenadantes de cultivo de B. 
bronchiseptica 
 Para avanzar con la caracterización funcional de BrtA en B. bronchiseptica y su 
rol durante la formación de biofilm consideramos importante contar con un método para 
evaluar la localización de BrtA frente a diversos estímulos a los que los cultivos 
bacterianos podrían ser expuestos. En este sentido, para el desarrollo de experimentos 
de Western blot o dot blot es preciso contar con anticuerpos específicos contra BrtA. Con 
este objetivo nos propusimos purificar BrtA a fin de poder utilizarla como inmunógeno en 
un plan de inmunización para obtener suero policlonal contra esta adhesina. 
 Las adhesinas de la familia de LapA pueden encontrarse asociadas a la 
membrana plasmática o bien secretadas al medio de cultivo. Dado que la complejidad en 
la composición de los sobrenadantes de cultivo es menor que la de proteínas totales, 
consideramos factible purificar la adhesina BrtA a partir de sobrenadantes de cultivo de 
la cepa B. bronchiseptica salvaje. 
 Para estos experimentos realizamos cultivos en medio SS a 37°C durante 16 
horas con agitación. Transcurrida esta incubación, el paquete celular fue separado por 
centrifugación y descartado. El sobrenadante de cultivo fue concentrado utilizando filtros 
Amicon Ultra de 100 kDa. Dado que BrtA forma parte de la familia de adhesinas gigantes 
y que tal como describimos en el Capítulo 2, el tamaño esperado es superior a los 200 
kDa, utilizamos filtros de concentración con un límite de corte de 100 kDa a fin de reducir 
la complejidad de la muestra. Finalmente, las muestras de sobrenadante concentrado 
fueron analizadas mediante SDS-PAGE. 
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La Figura 3.4.a muestra el resultado de los experimentos de SDS-PAGE de 
sobrenadantes de cultivo concentrados de la cepa B. bronchiseptica salvaje. El perfil 
electroforético obtenido muestra la presencia de una banda alto peso molecular ubicada 
por encima de los 300 kDa. Si bien el análisis de los resultados de secuenciación 
presentados en Capítulo 2 arrojó como resultado que la proteína BrtA de la cepa 9.73H+ 
tendría un peso molecular de 208 kDa consideramos importante avanzar en la 
identificación de esta banda a fin de determinar si podría tratarse de BrtA. 
Con la intención de determinar si la banda observada corresponde a BrtA 
realizamos su identificación por Huella Peptídica (PMF por sus siglas en inglés Peptide 
Mass Fingerprint) mediante MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization- 
Time of Flight)268 en el servicio del Centro de Estudios Químicos y Biológicos por 
Espectrometría de Masa (CEQUIBIEM). 
Como resultado de la espectroscopía MALDI-TOF logramos identificar y 
determinar la masa de 14 péptidos producidos tras la digestión tríptica (Figura 3.4.b, 
espectro azul). Estas masas fueron comparadas con la masa teórica de los péptidos 
obtenidos por digestión in silico de todas las proteínas bacterianas de la base de datos 
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Figura 3.4. (a) SDS-PAGE de muestra de sobrenadante de cultivo concentrado de B.
bronchiseptica. (b) Huella peptídica obtenida mediante MALDI-TOF de la muestra
proveniente de la banda de alto peso molecular del sobrenadante de cultivo
concentrado (espectro azul); y de los péptidos correspondientes a los picos de masa
2121 Da (espectro naranja) 2056 Da (espectro verde), y 1851 Da (espectro gris).
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MASCOT269. A su vez, tres de esos péptidos fueron fragmentados para determinar su 
secuencia aminoacídica (paneles de la derecha)270. El análisis de este conjunto de datos 
arrojó como resultado la identificación de BrtA con un score de 265 (p<0.05) en la muestra 
proveniente de la banda de alto peso molecular del sobrenadante de cultivo de B. 
bronchiseptica. En base a este resultado, además corroboramos que el peso molecular 
de BrtA de la cepa 9.73H+ es aproximadamente 300 kDa y no 208 kDa como habíamos 
determinado en el Capítulo 2. 
 Este resultado implica, en primer lugar, que BrtA se expresa en las condiciones 
de cultivo utilizadas. En segundo lugar, pone de manifiesto que BrtA puede ser purificada 
a partir de sobrenadantes de cultivo de B. bronchiseptica. 
 
Plan de inmunización para la obtención de anticuerpos anti-BrtA 
Para la obtención de suero anti-BrtA diseñamos un plan de inmunización que 
contempló la inoculación intraperitoneal de un ratón BALB/c hembra de 5 semanas de 
edad. Como agente inmunógeno se utilizó el material proveniente de la banda 
electroforética correspondiente a la proteína BrtA disgregada mecánicamente (5-10 μg). 
Para potenciar la respuesta inmunológica se utilizó adyuvante de Freund completo, en la 
primera inoculación, e incompleto en las siguientes. La frecuencia de inoculación fue de 
15 días y el plan de inmunización fue seguido mediante ensayos de Western blot. 
 Al cabo de tres inoculaciones no fue posible detectar la presencia de anticuerpos 
específicos contra BrtA en el suero obtenido del ratón inoculado. En consecuencia, 
decidimos discontinuar el desarrollo de este experimento y avanzar hacia estrategias 
alternativas para poder identificar en forma específica a BrtA. La estrategia y los 
resultados obtenidos en la marcación específica de BrtA serán presentados en el Capítulo 
5. 
 
Conclusiones y Discusión 
Los resultados presentados en este capítulo demuestran que BrtA es un factor 
involucrado en la formación de biofilm de B. bronchiseptica (Figura 3.2). El rol de esta 
adhesina en el proceso de formación de biofilm constituye un área de estudio que no 
había sido abordada hasta el comienzo de este trabajo de tesis. Los resultados del grupo 
de Y. Horiguchi260 fueron publicados en el año 2015 cuando esta tesis se encontraba en 
pleno desarrollo y los experimentos de este capítulo ya habían sido realizados. Nuestro 
trabajo y el de Nishikawa et al.260. muestran, en forma independiente, que BrtA participa 
de la formación de biofilm en B bronchiseptica. 
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 Considerando que el sistema de dos componentes BvgAS regula la formación de 
biofilm en B. bronchiseptica197,223,224, consideramos indispensable analizar el rol de BrtA 
en las distintas fases de virulencia reguladas por este sistema. Utilizamos ácido nicotínico 
como modulador del sistema de dos componentes de manera tal de abarcar condiciones 
de cultivos en las cuales las bacterias se encontraran en todas las fases de virulencia. 
Como resultado de nuestros experimentos determinamos que la ausencia de BrtA induce 
defectos en la formación de biofilm en condiciones de cultivo que presentan 
concentraciones de 2,0 mM y 4,0 mM de ácido nicotínico (Figura 3.2). La diferencia entre 
la cepa salvaje y la cepa ∆brtA, en 2,0 mM, se evidenció tanto de manera cualitativa como 
cuantitativa. Por el contrario, para la condición 4,0 mM, la observación directa del biofilm 
teñido con cristal violeta permitió visualizar el defecto de la cepa ∆brtA, sin embargo, el 
análisis cuantitativo en esta condición no reflejó la diferencia observada. Nuestro grupo 
posee experiencia previa en el estudio de biofilm mediante la técnica de cultivo en 
microplaca y esta aparente contradicción no resulta sorprendente. En más de una 
oportunidad hemos observado diferencias en la formación de biofilm que luego no se 
traducen en diferencias estadísticamente significativas tras el procesamiento cuantitativo. 
Para la determinación cuantitativa del biofilm formado es necesario disolver el cristal 
violeta con una solución de ácido acético. En esta etapa del protocolo pueden quedar 
enmascaradas diferencias en la distribución del biofilm. Por este motivo, es importante 
realizar un análisis visual de la formación de biofilm antes de proceder a la determinación 
cuantitativa. Esta aparente desventaja del método de análisis utilizado no condiciona, sin 
embargo, la gran utilidad que posee para analizar una gran cantidad de variables de 
cultivo en simultáneo. 
 En ensayos de Western blot detectamos la presencia de flagelina en bacterias 
provenientes de cultivos realizados en presencia de una concentración de ácido 
nicotínico de 2,0 mM (Figura 3.2.b). Dado que la flagelina es un factor que sólo se expresa 
en condiciones de cultivo de fase avirulenta228, este resultado sugiere que en esta 
condición de cultivo las bacterias se encontrarían en fase Bvg- (avirulenta). Este resultado 
es coherente con reportes previos que indican que en cultivos con concentraciones 
superiores a 1,6 mM de ácido nicotínico B. bronchiseptica se encontraría en fase Bvg-
196,222. 
 El hecho que el defecto en la formación de biofilm de la cepa ΔbrtA se ponga de 
manifiesto en condiciones de cultivo que modulan a la bacteria a fase Bvg- plantea dos 
escenarios posibles. El primero es que, tal como ha sido propuesto por el grupo de Y. 
Horiguchi, BrtA sea una proteína que se expresa sólo bajo condiciones Bvg-260.Sin 
embargo, en nuestras manos, fue posible identificar la presencia de BrtA en 
sobrenadantes concentrados provenientes de cultivos en condiciones Bvg+ (Figura 
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3.3.a). Esta observación nos obliga a considerar los motivos por los cuales la cepa ∆brtA 
podría no presentar defectos en la formación de biofilm en cultivos con concentraciones 
de ácido nicotínico de hasta 1,0 mM. La respuesta a esta pregunta nos lleva al segundo 
escenario posible. Existen otros factores que han sido descriptos como importantes en 
las etapas iniciales de la formación de biofilm en Bvg+ y Bvgi. FHA y fimbria son 
adhesinas que se expresan tanto en Bvg+ como en Bvgi y sin embargo sus 
contribuciones a la formación de biofilm son diferentes en cada fase. En experimentos 
realizados con el mismo sistema de cultivo empleado en nuestro trabajo se ha 
demostrado que fimbria es un factor necesario para la formación de biofilm sobre 
superficies abióticas en Bvg+ mientras que FHA es necesaria en Bvgi222. En este sentido, 
si bien ambas adhesinas se expresan en ambas fases, la ausencia de FHA no genera 
defectos en la formación de biofilm in vitro en Bvg+222. De la misma manera, si bien los 
genes fimBCD (genes que codifican para distintas variantes fenotípicas de fimbria) se 
expresan en Bvg+ y en Bvgi, la deleción de estas secuencias no genera defectos en la 
formación de biofilm en Bvgi222. Frente a esta evidencia, si bien BrtA se estaría 
expresando en Bvg+ (Figura 3.3.a), su contribución a la formación de biofilm no sería tan 
importante como lo es en condiciones Bvg-. Esto sugiere la posibilidad de que exista una 
redundancia en la función de las adhesinas BrtA, FHA y fimbria. Frente a este escenario, 
la deleción de brtA genería defectos apreciables sobre la formación de biofilm en fase 
Bvg+ porque en esta condición no se expresan las otras adhesinas. 
 La naturaleza de la superficie sobre la cual se desarrolla el biofilm fue otra variable 
analizada en nuestros experimentos. Los resultados muestran que la cepa ∆brtA presenta 
defectos más severos en la formación de biofilm sobre la superficie hidrofílica de los tubos 
de vidrio en comparación a la superficie hidrofóbica de las microplacas de cultivo (Figura 
3.2 y 3.3). Este resultado implica que BrtA estaría directamente involucrada en la 
adhesión de la bacteria a la superficie. Para lograr una comprensión más detallada del 
rol de BrtA en la formación de biofilm, realizamos un análisis mediante microscopía 
electrónica de barrido (SEM). Estos experimentos mostraron que la ausencia de BrtA no 
sólo generó defectos en la adhesión a la superficie sino también en la interacción 
bacteria-bacteria (Figura 2.3.b). Este hecho plantea la posibilidad de que BrtA tenga la 
doble función de participar tanto de la adhesión a la superficie como de la adhesión entre 
bacterias. Dada la complejidad de la estructura de BrtA es posible que alguno de sus 
dominios esté involucrado en la adhesión a la superficie mientras que otro participe en la 
interacción entre bacterias. El rol de BrtA en la interacción bacteria-bacteria es un área 
que no ha sido abordada hasta el momento. Nishikawa et al. reportaron experimentos en 
los cuales demostraron que tanto la región de repeticiones como el factor A de Von 
Willebrand están involucrados en la interacción a la superficie260. 
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En este capítulo también presentamos el trabajo realizado con el objetivo de 
obtener anticuerpos específicos contra BrtA. Durante el desarrollo de estos experimentos 
determinamos la presencia de esta proteína, mediante la técnica MALDI-TOF, en 
sobrenadantes de cultivo concentrados. Estos sobrenadantes provenían de cultivos 
realizados en condiciones de fase virulenta (Bvg+). Este resultado, a diferencia de lo 
reportado por Nishikawa et al.260, indica que BrtA se expresa en fase virulenta (más 
adelante presentaremos otros datos que refuerzan esta hipótesis).  
A través de los experimentos de SDS-PAGE que nos llevaron a identificar a BrtA 
determinamos que el peso molecular de esta proteína era superior al calculado 
previamente en base a resultados de secuenciación. Esta incongruencia entre el tamaño 
calculado en base a la secuencia nucleotídica reportada y el tamaño observado en 
experimentos de SDS-PAGE también ha sido destacada por otros investigadores durante 
el estudio de la proteína BpfA de S. oneidensis264, otra adhesina de la familia de LapA. El 
gran tamaño de estas proteínas, sumado a la complejidad de la zona de repeticiones 
hace sumamente compleja la determinación de la secuencia del gen258. 
 Por último, el plan de inmunización realizado con el objetivo de obtener suero 
policlonal contra BrtA no resultó exitoso. Entre las razones más relevantes consideramos 
que la falla puede haber estado en la cantidad de proteína administrada. A partir de los 
resultados obtenidos consideramos preciso el desarrollo de una estrategia experimental 
alternativa para poder identificar a BrtA en futuros experimentos. En el Capítulo 5 
presentamos la estrategia desarrollada a fin de introducir una fusión transcripcional en la 
secuencia de BrtA con el objetivo de marcarla de manera específica. 
 Habiendo presentado evidencias de que BrtA es una adhesina involucrada en la 
formación de biofilm de B. bronchiseptica, el paso siguiente implica la descripción de su 
mecanismo de regulación. 
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Introducción 
LapA de P. fluorescens es una adhesina gigante cuya localización sobre la 
membrana externa está regulada de manera post transcripcional a través de las proteínas 
LapD y LapG. El funcionamiento de este sistema está controlado a través del segundo 
mensajero c-di-GMP. La unión de c-di-GMP a la porción citoplasmática de LapD induce 
un estado conformacional que se transfiere a través de su dominio transmembrana hasta 
el espacio periplasmático. En estas condiciones la proteasa LapG es retenida por el 
dominio periplasmático de LapD y de esta manera la adhesina LapA es mantenida sobre 
la superficie celular favoreciendo así la formación de biofilm. La reducción en los niveles 
citoplasmáticos de c-di-GMP modifica el estado conformacional de LapD de manera tal 
que su dominio periplasmático libera a la proteasa LapG. En estas condiciones LapG 
difunde libremente por el periplasma hasta clivar a la adhesina LapA y liberarla de la 
superficie celular. La pérdida de la adhesina LapA conlleva a una reducción total en la 
capacidad de formación de biofilm de P. fluorescens. 
 Los resultados que presentamos en los capítulos anteriores constituyen una 
evidencia de que un sistema de proteínas como el descripto en el párrafo anterior podría 
funcionar en B. bronchiseptica. Nuestra hipótesis sugiere que BB1184 y BB1185 podrían 
codificar para LapD y LapG en B. bronchiseptica y regular la localización de la adhesina 
BrtA. 
 En el presente capítulo empezaremos analizando la actividad de BB1184 y 
BB11585 a través de una serie de experimentos de expresión heteróloga en cepas de P. 
fluorescens. La evaluación del fenotipo de formación de biofilm en este organismo nos 
llevará a determinar si BB1184 y BB1185 son funcionalmente equivalentes a LapD y 
LapG. Posteriormente analizaremos el rol de estas secuencias en la formación de biofilm 
en B. bronchiseptica. 
 A fin de simplificar la lectura e interpretación de los resultados de este capítulo, a 
partir de este punto reemplazaremos la nomenclatura BB1184 y BB1185 por los términos 
LapDBb y LapGBb, haciendo clara referencia a nuestra hipótesis de que BB1184 y BB1185 
serían, respectivamente, LapD y LapG en B. bronchiseptica. Cuando hagamos referencia 
a las proteínas homólogas en P. fluorescens nos referiremos a ellas como LapDPf y 
LapGPf. 
 
Los genes lapDBb, lapGBb y brtA forman parte de un mismo 
operón 
 La base de datos DOOR2 (Database of prOkaryotic OpeRons, Versión 2)271,272 
que reúne información sobre operones procariotas indica que el locus formado por lapGBb 
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y lapDBb constituye un operón en B. bronchiseptica. Sin embargo, mediante esta 
estrategia, no se reconoce a la secuencia brtA como parte del mismo operón. 
 Con el objetivo de determinar si brtA se transcribe de manera conjunta a lapDBb y 
lapGBb realizamos RT-PCR con primers que amplifican la región intergénica lapGBb-brtA. 
(Figura 4.1). Si lapG y brtA forman parte de un mismo operón, ambas secuencias 
deberían traducirse en un mismo ARN mensajero (ARNm). La retro transcripción de este 
ARNm debería generar moléculas de ADNc (ADN complementarios) que contengan las 
regiones de hibridación de ambos primers (F1Fw y F1Rv). Por ende, si brtA y lapGBb 
forman parte de un mismo operón, se obtendría un amplicón de 396 pares de bases como 
resultado final de la RT-PCR. 
 Brevemente, la obtención de ARNm se realizó utilizando el kit Illustra RNAspin 
(GE, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las muestras fueron 
obtenidas de cultivos de B. bronchiseptica 9.73H+ en fase logarítmica, realizados en 
diversas concentraciones de ácido nicotínico (0 mM, 1,0 mM y 4,0 mM). A modo de 
control, estas muestras fueron sometidas a PCR de punto final utilizando los primers 
recAFw y recARv. Aquellas muestras que arrojaron resultados positivos (indicando la 
presencia de ADN genómico) fueron descartadas y no se utilizaron para continuar con el 
procedimiento. La retro transcripción fue realizada con el kit Reverse Transcription 
System (Promega) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Por último, se 
realizaron controles para confirmar que el protocolo de retro transcripción hubiera sido 
exitoso. Para esto se utilizaron primers que hibridan en una región interna del gen recA 
de expresión constitutiva en todas las condiciones de cultivo analizadas. 
 La Figura 4.1 muestra los resultados y los controles de la RT-PCR de la región 
intergénica lapGBb-brtA sobre muestras de ADNc provenientes de bacterias cultivadas en 
condiciones Bvg+, Bvgi y Bvg-. 
 En primer lugar, la obtención de una banda por encima de los 100 pares de bases 
tras la PCR con primeros recA confirma la presencia de ADNc proveniente de la retro 
transcripción ARNm en todas las muestras. Esto indica que el protocolo de retro 
transcripción fue exitoso. 
  En segundo lugar, la región intergénica lapGBb-brtA pudo ser amplificada a partir 
de muestras de ADNc provenientes de bacterias en todas las condiciones de cultivo 
analizadas (Figura 4.1.b). Este resultado indica que las muestras de ADNc contenían 
moléculas que presentaban simultáneamente la región codificante de LapGBb y BrtA. Esto 
sólo puede ser posible si lapGBb y brtA se transcriben en forma conjunta en un mismo 
ARNm policistrónico. 
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Estos resultados también indican que brtA se transcribe en todas las fases de 
virulencia. Esto contradice los resultados previos reportados por Nishikawa et al. que 
indican que brtA es un gen reprimido por el sistema de dos componentes BvgAS y sólo 
se expresa en condiciones de cultivo que modulan la actividad del sensor de membrana 
BvgS260. 
 
Expresión heteróloga de LapGBb y LapDBb en P. fluorescens 
 La formación de biofilm es un proceso multifactorial y sujeto a diferentes variables 
que pueden afectar su desarrollo. En particular, Bordetella spp. posee adhesinas, 
exopolisacáridos, ADN extracelular y otros factores cuyo rol en la formación de biofilm ha 
sido demostrado227. Muchos de estos factores incluso están regulados por el sistema de 
dos componentes BvgAS197,223. 
 Como demostramos en el Capítulo 3, la deleción de brtA no genera una inhibición 
total de la formación de biofilm (al menos no en el sistema de cultivo en microplaca). Esto 
demuestra que B. bronchiseptica es un organismo en el cual la formación de biofilm es 
un proceso complejo sujeto a una diversidad de variables que aún hoy no han sido 
estudiadas. 
 Por el contrario, la formación de biofilm en P. fluorescens es un área de estudio 
mucho más desarrollada. Como resultado de esto, se conocen las condiciones de cultivo 
Concentración
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Figura 4.1. (a) Esquema de la región del cromosoma de B. bronchiseptica donde se encuentran las secuencias
lapDBb, lapGBb y brtA. Los marcos de lectura lapDBb y lapGBb están separados por 16 pares de bases, los marcos de
lectura lapGBb y brtA están separados por 81 pares de bases. En la figura se destaca el sitio de hibridación de los
primers utilizados en la RT-PCR: F1Rv y F1Fw, amplicón=396 pb. (b) RT-PCR de la región intergénica entre lapGBb y
brtA (panel izquierdo); el gen recA de expresión constitutiva fue usado como control positivo de la presencia de cDNA
en la muestras obtenidas (panel derecho). En ambos casos se utilizó DNA genómico (ADNg) como control positivo
de la PCR.
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en las que el sistema formado por LapDPf, LapGPf y LapA es particularmente importante. 
En cultivos de 6 horas, a 37°C, en microplacas, en un medio K10-T (medio mínimo 
suplementado con fosfato inorgánico) la cepa salvaje forma un biofilm bien definido en la 
interfase aire-líquido. Es las condiciones mencionadas, LapA constituye la principal 
adhesina de esta bacteria y en consecuencia la deleción de lapA o de lapDPf producen a 
una inhibición total de la formación de bioiflm140,253. 
 Con el objetivo de buscar alternativas experimentales para evaluar si LapDBb y 
LapGBb son funcionalmente equivalentes a LapDPf y LapGPf comenzamos utilizando una 
metodología de expresión heteróloga como modelo de estudio. En experimentos de 
coprecipitación se ha visto que LapG de L. pneumophila interacciona físicamente con la 
porción periplasmática de LapD de P. fluorescens262. Asimismo, LapG de L. pneumophila 
es capaz de clivar la porción N-terminal de LapA de P. fluorescens en ensayos de 
actividad in vitro262. Estos datos sugieren que el sistema de proteínas Lap se encuentra 
funcionalmente conservado incluso entre organismos filogenéticamente no relacionados. 
Por lo tanto, es de esperar que si LapDBb y LapGBb son funcionalmente equivalentes a 
LapDPf y LapGPf podrían ser funcionales también en P. fluorescens. 
 
LapDBb es funcional en P. fluorescens 
El análisis presentado en los capítulos anteriores sustenta la hipótesis de que 
LapDBb sería funcionalmente análoga a LapDPf. Para avanzar en el desafío de este 
supuesto, decidimos realizar experimentos de expresión heteróloga de LapDBb en P. 
fluorescens. 
LapDPf es una proteína localizada en la membrana interna con dominios que se 
extienden hacia el citoplasma y el periplasma84. Este factor controla la localización de 
LapGPf en función de los niveles citoplasmáticos de c-di-GMP140. En la cepa P. 
fluorescens ∆lapD la proteasa LapGPf es libre de circular por el periplasma y en 
consecuencia cliva a la adhesina LapA facilitando su desprendimiento de la membrana 
plasmática. Como consecuencia de ello, esta cepa es incapaz de formar biofilm84,140,261. 
La complementación de esta cepa con la secuencia lapDPf clonada el vector pMQ72 
restituye los niveles de formación de biofilm a los niveles de la cepa salvaje. Los fenotipos 
de la cepa ∆lapDPf y la cepa complementada son notablemente diferentes por lo tanto 
este sistema representa un excelente modelo para probar si LapDBb es funcionalmente 
equivalente a LapDPf. 
Nuestra hipótesis de trabajo implica que, si LapDBb y LapDPf son funcionalmente 
equivalentes, LapDBb debería ser capaz de complementar el fenotipo de formación de 
biofilm de la cepa P. fluorescens ΔlapD. Para poner a prueba esta hipótesis realizamos 
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ensayos de formación de biofilm en microplacas con la cepa P. fluorescens ΔlapD 
complementada con LapDBb, y los controles LapDPf y el vector vacío y realizamos el 
análisis cualitativo y cuantitativo de los resultados. 
 LapDBb fue clonada en el vector de expresión pMQ72, de amplio espectro, bajo el 
control del promotor PBAD inducible por arabinosa. A partir de esta construcción se obtuvo 
la cepa P. fluorescens ∆lapD plapDBb. Para los controles de este experimento se utilizaron 
las cepas P. fluorescens ∆lapD pMQ72 y P. fluorescens ∆lapD plapDPf84. 
 En estas condiciones experimentales la formación de biofilm de P. fluorescens se 
produce casi exclusivamente en la interfase entre la suspensión bacteriana y el aire 
(Figura 4.2.a). Este fenotipo ha sido observado previamente en numerosas 
publicaciones123,127,130,273 y resulta notablemente diferente al fenotipo de formación de 
biofilm de B. bronchiseptica observado en el presente trabajo (Capítulo 3, Figuras 3.1 y 
3.2). 
La Figura 4.2.a muestra los resultados del ensayo de expresión de LapDBb en el 
contexto de la cepa P. fluorescens ∆lapD. La cuantificación de estos ensayos muestra, 
en primer lugar, que LapDBb complementa parcialmente el fenotipo de formación de 
biofilm de P. fluorescens ΔlapD (p<0,05). En segundo lugar, se observa una diferencia 
estadísticamente significativa entre las cepas complementadas con LapDBb o con LapDPf 
(p<0,01). Esta diferencia también se aprecia a través de la inspección directa de las fosas 
teñidas con cristal violeta. Se puede observar que la línea de biofilm de la cepa ΔlapD 
plapDPf es más ancha que la línea de biofilm de la cepa ΔlapD plapDBb. 
 Para profundizar en la comprensión de estos resultados, analizamos de forma 
cuantitativa la cantidad de LapA localizada en la membrana plasmática. En el contexto 
de nuestra hipótesis, el aumento en la formación de biofilm de la cepa P. fluorescens 
ΔlapD plapDBb debería ser consecuencia de un aumento en la cantidad de LapA en la 
membrana plasmática. Para confirmar esta hipótesis realizamos ensayos de dot blot a fin 
de determinar la presencia de esta adhesina en cada una de las cepas evaluadas 
anteriormente. 
 Las cepas de P. fluorescens utilizadas presentan una fusión transcripcional en la 
copia cromosómica de LapA para facilitar su detección en ensayos de Western blot y dot 
blot (LapA-HA). Esta marca consiste en un péptido de 9 residuos de aminoácidos 
derivado de la hemaglutinina del virus de la gripe. Este epitope puede ser reconocido de 
manera específica utilizando anticuerpos monoclonales anti-hemaglutinina (anti-HA)126. 
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Figura 4.2 LapDBb y LapGBb son funcionales en P. fluorescens. (a) y (c) Ensayos de formación de biofilm en
microplacas de PVC. Los gráficos representan el promedio y la desviación estándar de 3 réplicas biológicas (6
réplicas técnicas por ensayo). En los paneles superiores se muestran resultados representativos de las fosas teñidas
con solución de cristal violeta 0,1%. Diferencias estadísticamente significativas: * indica p ˂ 0.05; ** indica p ˂ 0.01; y
***p ˂0.001. (b) Dot Blot; cuantificación de los niveles superficiales de LapA en cepas de P. fluorescens medida por
densitometría (Image J). El gráfico representa el promedio y la desviación estándar de tres réplicas biológicas.
Diferencias estadísticamente significativas: * indica p ˂ 0.05 y ** indica p ˂ 0.01. (d) Clivado de LapA-HA de la
superficie de P. fluorescens con LapGBb . La imagen es representativa de ensayos de Western blot realizados con
anticuerpo anti-HA para detectar la presencia de LapA-HA en sobrenadantes de cultivo de las cepas indicadas.
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 Para la realización de este ensayo, alícuotas de cultivos en fase exponencial de 
las distintas cepas de P. fluorescens fueron centrifugadas y lavadas con medio de cultivo 
fresco. Luego se prepararon suspensiones de manera tal de normalizar los valores de 
DO y finalmente 5 μL de estas suspensiones se colocaron sobre membranas de 
nitrocelulosa. Se dejaron secar durante varias horas y luego se utilizó el mismo protocolo 
utilizado para la realización de Western blot. En estos ensayos, la intensidad de la 
mancha donde están sembradas las bacterias es proporcional a la cantidad de LapA-HA 
presente en la membrana plasmática. Para obtener una medida semicuantitativa de la 
cantidad de LapA-HA en membrana utilizamos el software ImageJ274. Para esto se tomó 
una unidad arbitraria definida como densidad integrada (integrated density) y los valores 
obtenidos para cada cepa fueron normalizados frente al valor de la cepa P. fluorescens 
pMQ72. Esta estrategia ya ha sido utilizada en el pasado para la determinación 
semicuantitativa de LapA asociada a la membrana84. 
 El análisis de los resultados muestra que, tal como ya ha sido reportado por Newell 
et al., la cepa P. fluorescens ΔlapD pMQ72 presenta una menor cantidad de LapA-HA en 
membrana en comparación a la cepa P. fluorescens pMQ7284 (Figura 4.2.d barras 1 y 5). 
En segundo lugar, tanto la expresión de LapDBb como la de LapDPf complementan el 
fenotipo mutante incrementando la cantidad de LapA-HA asociada a membrana (Figura 
4.2 barras 5, 6 y 7). El análisis semicuantitativo de los niveles de LapA-HA no muestra 
deferencias significativas entre las cepas completadas con LapDBb y LapDPf (barras 6 y 
7). Recordemos que estas cepas sí habían presentado diferencias en el ensayo de 
formación de biofilm en microplaca. La diferencia en estos resultados podría indicar que 
el ensayo de dot blot no tiene un gran poder de resolución y no es posible poner de 
manifiesto pequeñas diferencias en la cantidad de LapA asociada a membrana. 
 
LapGBb es funcional en P. fluorescens 
 La evidencia recolectada hasta el momento sostiene la hipótesis de que LapGBb 
en B. bronchiseptica sería funcionalmente equivalente a LapGPf en P. fluorescens. 
Siguiendo la misma lógica que nos llevó a utilizar la cepa P. fluorescens ΔlapD para 
estudiar la función de LapDBb, utilizamos la cepa P. fluorescens ΔlapG para estudiar la 
actividad de LapGBb. 
 En P. fluorescens, LapG es una proteasa periplasmática que regula la localización 
de la adhesina LapA en función de los niveles citoplasmáticos de c-di-GMP140. La 
deleción de lapG produce un fenotipo híper formador de biofilm140 debido a que la 
ausencia de esta proteína induce un aumento en la cantidad de la adhesina LapA 
asociada a la membrana plasmática. En cepas que sobreexpresan LapG, la capacidad 
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de unión de LapD se ve sobrepasada y la presencia de proteína LapG libre en el 
periplasma produce el desprendimiento de LapA y en consecuencia una reducción de la 
formación de biofilm por debajo de los niveles de la cepa salvaje140. 
 Como mencionamos anteriormente, el sistema Lap está funcionalmente 
conservado entre especies filogenéticamente no relacionadas256. Además, como 
demostramos en el Capítulo 2, LapGBb presenta todos los aminoácidos que han sido 
destacados como importantes para el funcionamiento de LapGPf. Esta evidencia sugiere 
que, si LapGBb es funcionalmente equivalente a LapGPf, podría ser activa en P. 
fluorescens. Según esta hipótesis y basados en el funcionamiento del sistema Lap en P. 
fluorescens, la expresión de LapGBb debería reducir los niveles de formación de biofilm 
de la cepa P. fluorescens ΔlapG. 
 Para analizar la actividad de LapGBb se utilizaron las mismas estrategias 
experimentales que antes empleamos con LapDBb. Se realizaron ensayos de formación 
de biofilm en microplaca para evaluar el rol de LapGBb en la formación de biofilm y 
ensayos de dot blot para determinar su participación en la regulación de los niveles de 
LapA-HA asociada a la membrana plasmática. 
 LapGBb fue clonada en el vector de expresión pMQ72, de amplio espectro, bajo el 
control del promotor PBAD inducible por arabinosa. Como control positivo de estos 
experimentos se utilizó a LapGPf cuya actividad complementa el defecto de la cepa P. 
fluorescens ΔlapG130,140. 
 En la Figura 4.2.c puede apreciarse, tal como está reportado en la 
bibliografía130,140, que la deleción de lapG en P. fluorescens induce un aumento 
significativo en la formación de biofilm (barras 1 y 2, p<0,05). Puede apreciarse que la 
cepa ΔlapG presenta un anillo de biofilm mucho más ancho y además se observa la fosa 
teñida muy por debajo de la línea de la interfase; resultados que ya han sido reportados 
previamente por Newell et al. y Boyd et al. 130,140. Como puede verse en esta figura, la 
expresión de LapGBb complementa el fenotipo mutante reduciendo los niveles de 
formación de biofilm a valores similares a los de la cepa salvaje. Sin embargo, presenta 
diferencias estadísticamente significativas con la cepa complementada con LapGPf 
(barras 3 y 4, p < 0,01). El análisis de los datos cuantitativos, así como también la 
observación directa de las fosas teñidas con cristal violeta, muestra que la expresión de 
LapGPf en el mutante ∆lapG inhibe la formación de biofilm. Sin embargo, el mutante 
complementado con LapGBb presenta una formación de biofilm similar a la cepa salvaje. 
La capacidad de LapGBb de reducir los niveles de formación de biofilm en el contexto de 
la cepa ∆lapG demuestra que es funcionalmente equivalente a LapGPf. Sin embargo, las 
diferencias en la capacidad de formación de biofilm entre las cepas que sobreexpresan 
LapGBb y LapGPf ponen de manifiesto alguna diferencia entre estas proteínas. 
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 Si LapGBb, al igual que LapGPf, es una proteasa periplasmática, la reducción en la 
formación de biofilm observada en el ensayo anterior debería ser una consecuencia de 
la disminución en la cantidad de la adhesina LapA-HA asociada a la membrana 
plasmática. Para confirmar esta hipótesis realizamos el ensayo de dot blot descripto 
previamente. 
 Los resultados de estos ensayos muestran que la cantidad de LapA-HA en 
membrana se redujo como consecuencia de la expresión de LapGBb (Figura 4.2 barras 2 
y 4). Esto implica que LapA-HA, en el contexto de una expresión heteróloga puede ser 
sustrato de LapGBb. La expresión de LapGPf, utilizada como control positivo en este 
experimento, generó una reducción similar a la generada por LapGBb (Figura 4.2 barras 
2, 3 y 4). 
 Para confirmar que LapA-HA es clivada por LapGBb analizamos los sobrenadantes 
de cultivo de las cepas del ensayo anterior en busca de la porción de LapA-HA 
desprendida de la membrana plasmática. Las muestras de sobrenadante concentrado 
fueron analizadas mediante un ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo 
monoclonal anti-HA para el revelado. La presencia de LapA-HA en el sobrenadante de 
cultivo se pone en evidencia como una banda de tamaño superior a los 250 kDa. 
 Como mencionamos antes, la ausencia de LapGPf en la cepa P. fluorescens 
ΔlapG genera una abundancia de LapA en la membrana plasmática. Si nuestra hipótesis 
es correcta, la expresión de LapGBb debería incrementar la cantidad de LapA-HA liberada 
al sobrenadante de cultivo. 
 Como puede verse en la Figura 4.2.d, en las condiciones de cultivo utilizadas, el 
sobrenadante proveniente de la cepa P. fluorescens ΔlapG presenta una cantidad menor 
de LapA-HA en comparación a la cepa salvaje (calle 1 y 2). Por el contrario, el 
sobrenadante de la cepa ΔlapD, utilizada como control, presenta una cantidad 
considerablemente mayor. En estas condiciones, la expresión de LapGPf desde un vector 
plasmídico revierte el fenotipo de la cepa ΔlapG (calles 1 y 4). La expresión de LapGBb 
también revierte el fenotipo de la cepa ΔlapG, sin embargo, no logra hacerlo en la misma 
magnitud en la que lo hace LapGPf (calle 1, 4 y 6). Este resultado indica que la expresión 
de LapGBb, comparada con LapGPf, resulta menos eficiente en el clivado de LapA-HA. 
Como control negativo utilizamos la cepa complementada con el vector vacío y puede 
verse que no revierte el fenotipo de la cepa ΔlapG. Este control, confirma que la aparición 
de una banda de alto peso molecular en el sobrenadante de cultivo de P. fluorescens 
ΔlapG plapGBb se da como consecuencia de que LapA-HA puede ser clivada por LapGBb. 
 Los resultados presentados en esta sección indican que LapGBb es funcional en 
P. fluorescens. Esto indica que LapGBb es una proteasa que expresada en forma 
heteróloga en P. fluorescens es capaz de procesar a la adhesina LapA. Este resultado 
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sugiere que, en B. bronchiseptica, su contexto natural, LapGBb podría ser la proteasa que 
regule la localización de la adhesina BrtA. 
 
Comparación estructural de LapDBb y LapDPf 
Los resultados presentados en la sección anterior demuestran que BB1184 es 
funcionalmente equivalentes a LapD de P. fluorescens. Sin embargo, tal como 
destacamos oportunamente, BB1184 no complementa el fenotipo ∆lapD en la misma 
forma en la que lo hace la propia proteína de P. fluorescens. Si bien la expresión 
heteróloga de proteínas suele producir este tipo de resultados, decidimos ahondar en el 
análisis estructural de LapDBb (BB1184) y LapDPf a fin de buscar una explicación a los 
resultados observados. 
Kurt Dahlstrom y sus colaboradores de Dartmouth College (Hanover, Estados 
Unidos) demostraron que LapDPf interacciona físicamente con la diguanilato ciclasa GcbC 
y este mecanismo consigue que GcbC controle de manera específica el funcionamiento 
del sistema Lap en P. fluorescens123. Frente a este escenario, cabe la posibilidad de que 
la región de interacción de LapDPf sea diferente de la región de interacción de LapDBb y 
esta última no sea capaz de interaccionar eficientemente con GcbC. Esta situación podría 
explicar la menor capacidad de LapDBb para complementar la cepa P. fluorescens ∆lapD 
en comparación a LapDPf. 
 Para profundizar en esta hipótesis utilizamos el software Phyre2 para analizar 
detalladamente la región de interacción de LapDPf con GcbC y compararla con la 
respectiva región en LapDBb. Con este objetivo, utilizamos la herramienta “one to one” de 
Phyre2 a fin de modelar el dominio EAL de LapDBb utilizando como molde la estructura 
cristalográfica del dominio EAL de LapDPf (Figura 4.3 y 4.4). 
 
 
Figura 4.3. Alineamiento de secuencias de LapDPf y LapDBb utilizando la herramienta web Phyre2. El recuadro verde 
enmarca las secuencias y estructuras secundarias de la región de LapDPf y LapDBb involucradas en la interacción con 
diguanilato ciclasas.
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 El modelado del dominio EAL de LapDBb arrojó como resultado un nivel de 
confianza del 100%. Esto significa que la secuencia del dominio EAL de LapDBb fue 
correctamente modelada utilizando como base la estructura del dominio EAL de LapDPf. 
Los resultados de Dahlstrom et al. muestran que la secuencia de la región de 
interacción de LapDPf con GcbC es 462-GRFLPWLER-470123. Considerando esta 
información y analizando el resultado del alineamiento del   Phyre2 podemos concluir que 
la secuencia de la región de interacción de LapDBb sería 471-MLFIPAAVR-479 (Figura 
4.3). 
En la Figura 4.4 pueden observarse las representaciones tridimensionales 
generadas utilizando el programa de visualización VMD275. Las cadenas laterales de los 
residuos relevantes para este análisis fueron representadas utilizando un estilo 
denominado “Licorice” y coloreadas de rojo o azul a partir de un criterio explicado en los 
siguientes párrafos. 
 En primer lugar, y tal como demostramos en la Figura 4.3, se aprecia que las 
secuencias de las regiones de interacción difieren en algunos aminoácidos. Un análisis 
minucioso de las posiciones que ocupan estos aminoácidos en la hélice-α demuestra que 
aquellos que no están conservados entre las dos regiones son principalmente los que se 
encuentran expuestos hacia el lado externo de la hélice (cadenas laterales coloreadas 
en rojo). Por el contrario, la secuencia de aminoácidos que se encuentra hacia el lado 
interior del dominio EAL presenta 2 de las 3 posiciones conservadas (cadenas laterales 
coloreadas en azul). 
 Si realizamos un análisis aminoácido por aminoácido, vemos que las dos primeras 
posiciones de las secuencias de interacción son diferentes entre LapDPf y LapDBb. Ha 
sido demostrado que estas posiciones son importantes para la interacción entre LapDPf 
y GcbC, por lo cual podemos considerar que también serían importantes en LapDBb. A 
continuación, encontramos una secuencia de 3 aminoácidos de los cuales 2 de ellos 
están conservados ente ambas proteínas. En particular, en la segunda posición de esta 
secuencia de 3 aminoácidos encontramos un residuo de lisina (L) en LapDPf y un residuo 
de isoleucina (I) en LapDBb. Anteriormente ha sido demostrado que este residuo no es 
importante para la interacción LapDPf y GcbC123. Esta zona de ambas hélices son las que 
previamente destacamos que se hallan hacia el lado interno del dominio EAL y por ese 
motivo no son importantes para la interacción con diguanilato ciclasas. En la última 
porción de la región encontramos una secuencia de 4 residuos de aminoácidos de los 
cuales sólo uno de ellos está conservado entre ambos dominios EAL. También ha sido 
demostrado que esta zona es fundamental para la interacción123. 
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 A fin de obtener una visión más general de estas regiones las analizamos 
utilizando un estilo de representación denominado “Surface” y una coloración 
Vista frontal Vista posterior
W467
R463
E469 R470
G462
F464
L465
P466
L468
LapDPf
M471
L472
A477 A476
A477
V478 R479
F473
I474
P475
LapDBb
Vista frontal Vista posterior
Vista frontal Vista posterior
LapDBb
Vista frontal Vista posterior
LapDPf
(a)
(b)
Figura 4.4. Comparación de las regiones de interacción de LapDPf y LapDBb. La estructura de del
dominios EAL de LapDPf corresponde a la estructura cristalográfica depositada en la base de datos
PDB bajo el código 3pju. La estructura del dominio EAL de LapDBb fue obtenida por modelado
molecular con la herramienta web Phyre2 utilizando la función “one to one” y usando como molde la
estructura 3pju de LapDPf. Las representaciones tridimensionales fueron visualizadas utilizando el
programa VMD (Visual Molecular Dynamics) desarrollado por la Universidad de Illinois. Las
estructuras tridimensionales de los dominios EAL fueron representadas utilizando un formato
NewCartoon. En (a) las cadenas laterales de los residuos aminoacídicos de la hélice-α 2 de los
dominios EAL fueron representadas utilizando un formato Licorice; en (b) la misma región fue
representada utilizando el modo Surface y se utilizó un formato de coloración del tipo ResType.
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denominada “ResType” (Figura 4.4.b). En este estilo de coloración las regiones no 
polares se visualizan de color blanco, las regiones azules corresponden a cadenas 
laterales con propiedades básicas cargadas negativamente; las zonas rojas 
corresponden a cadenas laterales ácidas mientras que la regiones coloreadas de verde 
corresponden a zonas polares no cargadas275. Utilizando esta representación podemos 
ver diferencias importantes en la forma y la distribución de carga de las regiones de 
interacción de los dominios EAL de LapDPf y LapDBb. Ambos dominios presentan una 
zona con densidad de carga positiva expuesta en el extremo N-terminal que corresponde 
a la cadena lateral del residuo de arginina (R). Sin embargo, la vista frontal y posterior 
del dominio de LapDBb demuestra la presencia de una superficie no polar a lo largo de 
toda el área. Por el contrario, en el dominio EAL de LapDPf encontramos alternadas 
regiones con densidad de carga positiva y negativa. 
 Este análisis confirma la existencia de diferencias importantes entre la región de 
LapDPf involucrada en la interacción con GcbC y su región correspondiente en LapDBb. 
Estos resultados refuerzan la hipótesis de que la limitada capacidad de LapDBb para 
complementar la deleción de lapD en P. fluorescens podría estar originada en una 
ineficiente interacción entre LapDBb y GcbC. 
 
BrtA es el blanco molecular de LapG en B. bronchiseptica 
 En el Capítulo 3 de este trabajo presentamos evidencias de que BrtA es una 
adhesina involucrada en la formación de biofilm en B. bronchiseptica. Adicionalmente 
pusimos en evidencia que LapGBb es capaz de complementar la cepa P. fluorescens 
ΔlapG. Profundizando en esta observación logramos determinar que, en P. fluorescens 
LapGBb, es capaz de clivar a LapA y liberarla al sobrenadante de cultivo. Estos resultados 
sostienen la hipótesis de que LapGBb es una proteasa con capacidad de regular la 
localización de adhesinas del tipo de LapA. El siguiente desafío en la descripción de este 
sistema consiste en determinar si BrtA es el blanco molecular de LapG en B. 
bronchiseptica. 
 Para avanzar en la demostración de esta hipótesis realizamos un ensayo de 
actividad in vitro para determinar si LapGBb es capaz de clivar una versión en miniatura 
de BrtA (N-term BrtA). Los 330 aminoácidos del extremo N-terminal de BrtA fueron 
clonados en el vector pMQ72 (Figura 4.5.a). Tal como describimos en el Capítulo 2, esta 
región contiene el probable sitio de clivado reconocido por LapGBb (-TA*AV-). El diseño 
de N-term-BrtA contempló la incorporación de una marca de hemaglutinina en el extremo 
C-terminal como fusión transcripcional de manera tal de poder identificarla mediante 
Western blot. 
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 Brevemente, para el desarrollo de estos experimentos, sobrenadantes de cultivo 
de E. coli transformada con la construcción pMQ72-n-term-brtA fueron combinados con 
sobrenadantes de E. coli transformadas con pMQ72-lapGBb, pMQ72-lapGPf o pMQ72. A 
partir de este diseño experimental, si N-term-BrtA es procesada eficientemente se 
observaría una disminución en el peso molecular de la banda detectada mediante 
Western blot. El diseño de este ensayo se basó en experimentos previos que 
demostraban que LapGPf es capaz de clivar la porción N-terminal de LapA en 
experimentos in vitro140. 
 
 
 
 Boyd et al. demostraron que LapG de P. fluorescens y de L. pneumophila 
necesitan Ca+2 para ejecutar su actividad proteolítica130,256. Como mostramos en el 
Capítulo 2, LapGBb conserva los aminoácidos involucrados en el mecanismo de unión a 
Ca+2 que han sido descriptos en esos organismos. Por ende, es de esperar que LapGBb 
también sea una proteasa dependiente de Ca+2. La Figura 4.5.b muestra en el extracto 
crudo de N-term-BrtA combinado con LapGBb en presencia de 10 mM de CaCl2, la 
aparición de una banda del tamaño esperado para N-term-BrtA procesada. Esta banda 
no es observada en la muestra a la cual no le fue adicionado Ca+2. Como control de este 
experimento, vemos que en la muestra de extracto crudo de N-term-BrtA combinada con 
LapGPf también se observa la banda correspondiente a N-term-BrtA procesada. Este 
-
N-term-BrtA
N-term-BrtA 
procesada
Tratamiento
Sitio de clivado LapGBb
-TA*AV-
BrtA N-term C-term
N-term BrtA N-term C-term
3xHA
(b)
(a)
Figura 4.5. (a) Esquema representativo de BrtA (figura superior) y N-term-BrtA (figura interior). La
porción N-terminal de BrtA conteniendo el sitio de corte de LapGBb -TAAV- fue clonada como fusión
transcripcional a un péptido de hemaglutinina (HA). (b) Western blot de muestras de N-term-BrtA
tratadas con LapG de P. fluorescens (LapGPf) y LapG de B. bronchiseptica (LapGBb) en presencia o no
de Ca+2 (10 mM).
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resultado indica que, en presencia de Ca+2, LapGBb fue capaz de cortar la porción N-
terminal de BrtA lo cual demuestra que LapGBb es una proteasa dependiente de Ca+2 y 
que BrtA es su blanco molecular en B. bronchiseptica. 
 
LapG regula la formación de biofilm en B. bronchiseptica 
 La evidencia presentada en el Capítulo 3 demuestra que BrtA es un factor 
involucrado en la formación de biofilm en B. bronchiseptica. En el presente capítulo, 
presentamos resultados que indican que LapGBb sería una proteasa involucrada en el 
control de la localización de esta adhesina. Estas dos evidencias sugieren que LapGBb 
estaría involucrada en el control de la formación de biofilm mediante la regulación de la 
localización de BrtA de la misma manera en que LapGPf regula la localización de LapA 
en P. fluorescens. 
 Para avanzar en el desafío de esta hipótesis utilizamos una combinación de 
métodos experimentales que nos permitieran analizar el rol de LapGBb en la formación de 
biofilm en B. bronchiseptica. La estrategia completa consistió en una combinación de 
ensayos de formación de biofilm en microplaca y ensayos de microscopía electrónica de 
barrido (SEM) y de fluorescencia. Los ensayos en microplaca aportan una visión global 
del proceso de formación de biofilm mientras que los experimentos de microscopía 
permiten una inspección más detallada de las estructuras de los biofilms. 
 
Análisis de la formación de biofilm en microplaca. En P. fluorescens, LapG regula la 
localización de la adhesina LapA. La sobreexpresión de LapG conduce a una reducción 
en la formación de biofilm debido a que la capacidad de unión de LapD se ve superada. 
Como consecuencia de la presencia de moléculas de LapG difundiendo libremente por 
el periplasma LapA es clivada y desprendida de la membrana plasmática y en estas 
condiciones la capacidad de formación de biofilm de P. fluorescens se ve 
reducida130,139,276. Si en B. bronchiseptica el sistema Lap funciona de la misma manera, 
la sobreexpresión de LapGBb debería generar una disminución en los niveles de 
formación de biofilm. 
 Para el desarrollo de este experimento, la secuencia lapGBb fue clonada en el 
vector de alto número de copias pBBR1-MCS5. Este vector es derivado del plásmido 
natural pBBR1 aislado de B. bronchiseptica277 y ha sido previamente utilizado por nuestro 
grupo para sobre expresar proteínas224. La secuencia lapGBb fue clonada bajo el control 
del promotor PnptII (promotor del gen neomicina fosfotransferasa II), un promotor fuerte y 
de expresión constitutiva en Bordetella spp. A modo de control utilizamos la cepa B. 
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bronchiseptica pBBR1-MCS5 nptII (pvacío)17. El protocolo de cultivo y tinción de las fosas 
fue el mismo que el presentado previamente, en el Capítulo 3. 
 
 
 
 En la Figura 4.6 se observan los resultados del experimento de formación de 
biofilm con la cepa B. bronchiseptica que sobre expresa LapGBb y el control de carga de 
plásmido. En primer lugar, los valores de Absorbancia a 595 nm obtenidos para la cepa 
B. bronchiseptica pvacío se corresponden con los valores reportados previamente para 
la formación de biofilm de la cepa salvaje224. Asimismo, tal como está reportado en 
bibliografía, concentraciones intermedias de ácido nicotínico producen los máximos 
niveles de formación de biofilm (entre 0,5 mM y 1,0 mM). En segundo lugar, la 
sobreexpresión de LapGBb indujo una reducción en los niveles de formación de biofilm en 
condiciones de cultivo que presentan concentraciones de ácido nicotínico desde 0 mM 
hasta 1,0 mM (p<0,01). En cultivo con concentraciones de ácido nicotínico de 4,0 mM, 
donde la formación de biofilm alcanza su mínimo desarrollo, la sobreexpresión de LapGBb 
no redujo los niveles de formación de biofilm. 
 
Análisis de la formación de biofilm mediante microscopía de fluorescencia. Los 
experimentos presentados en la sección anterior nos permitieron analizar la formación de 
biofilm desde una perspectiva macroscópica. Para avanzar en la descripción del rol de 
LapGBb en la formación de biofilm en B. bronchiseptica y poder analizar la estructura de 
los biofilms a escala microscópica comenzamos realizando estudios de microscopía de 
fluorescencia. 
 Para el desarrollo de estos experimentos obtuvimos las cepas fluorescentes 
usando el vector pGFLIP278. Este vector permite la incorporación al cromosoma de B. 
0,0 mM 0,5 mM 1,0 mM 4,0 mM
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Figura 4.6. Ensayo de formación
de biofilm en microplacas. El
gráfico representa el promedio y la
desviación estándar de 4 réplicas
biológicas (con 4 réplicas técnicas
por experimento). Las cepas B.
bronchiseptica pvacío (Bb pvacío)
y B. bronchiseptica plapGBb (Bb
plapGBb) fueron incubadas durante
24 horas en medio de cultivo SS
suplementado con cantidades
crecientes de ácido nicotínico (0,0
mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 4,0 mM). *
indica diferencia estadísticamente
significativa entre las cepas Bb
pvacío y Bb plapGBb en la misma
condición de cultivo (p ˂ 0.05 ).
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bronchiseptica de la secuencia codificante para la proteína fluorescente verde (GFP) 
mediante una recombinación sitio específica. La secuencia gfp es cotransferida junto a la 
secuencia nptII que confiere resistencia a kanamicina y cualquier otra secuencia clonada 
en el sitio de clonado múltiple que posee este vector (para mayores detalles remitirse al 
Capítulo Materiales y Métodos). 
 Mediante esta estrategia obtuvimos las cepas B. bronchiseptica-GFP y B. 
bronchiseptica-GFP-LapGBb. Esta última construcción presenta la secuencia codificante 
para LapGBb bajo el control del promotor fuerte PnptII. Mediante esta estrategia la 
sobreexpresión de LapGBb se consigue gracias a la presencia de este promotor fuerte. 
 Para el desarrollo de estos experimentos realizamos cultivos de 48 horas a 37º C, 
sin agitación, con una concentración de ácido nicotínico de 0,5 mM. Los cultivos fueron 
realizados en tubos cónicos de 50 mL y se colocaron cubreobjetos parcialmente 
sumergidos en la suspensión bacteriana en los que posteriormente se evaluó la 
formación de biofilm. La condición de ácido nicotínico elegida responde al hecho de que 
en 0,5 mM es la condición donde las diferencias entre la sepa salvaje y la cepa que 
sobrexpresa LapGBb presenta las diferencias más importantes. 
 
 
 
 La Figura 4.7 muestra imágenes obtenidas como resultado de esos experimentos. 
Estas imágenes corresponden a la región de los cubreobjetos que se encontraba en la 
interfase entre el aire y la suspensión bacteriana y fueron inspeccionadas utilizando un 
aumento total de 400X (Figura 4.7.a). 
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Figura 4.7. (a) Microscopía de fluorescencia de biofilms formados sobre
cubreobjetos semisumergidos de las cepas B. bronchiseptica-GFP y B.
bronchiseptica-GFP-LapGBb. (b) Reconstrucción en 3D de biofilms formados
por las mismas cepas que en (a). Ambos experimentos fueron realizados en
medio de cultivo SS suplementado con 0,5 mM de ácido nicotínico.
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 En las imágenes puede observarse que la cepa Bb-GFP presenta una estructura 
típica de biofilms en la que se observa un desarrollo en altura intercalado por canales en 
donde no se hallan bacterias. Por el contrario, la cepa Bb-GFP-LapGBb no presenta esta 
estructura característica. Por el contrario, se observa una pátina de bacterias sin 
presencia de los canales típico que componen las estructuras de los biofilms. 
 Para profundizar en el estudio de la estructura los biofilm producidos por las cepas 
Bb-GFP y Bb-GFP-LapGBb repetimos el experimento anterior utilizando un microscopio 
Nikon Eclipse Ti del Departamento de Microbiología de Dartmouth College (Estados 
Unidos). Este microscopio de fluorescencia, si bien no es un microscopio Confocal, 
permite reconstruir imágenes en 3D a partir de imágenes en 2D de los diferentes planos 
de la muestra (Figura 4.7.b). El análisis de estas imágenes confirma que la cepa Bb-GFP 
produce las estructuras desarrolladas en altura características de los biofilms 
bacterianos. Confirmando los resultados observados en el ensayo anterior, se observa la 
presencia de canales alrededor de estas estructuras. Por el contrario, la cepa Bb-GFP-
LapGBb, tal como habíamos destacado antes, no presenta los canales mencionados y 
produce estructuras que alcanzan un menor desarrollo en altura. La menor altura 
alcanzada por los biofilms de la cepa Bb-GFP-LapGBb podría explicar las diferencias 
observadas en los ensayos de microplaca (Figura 4.6). 
 
Análisis de la formación de biofilm mediante microscopía electrónica de barrido 
(SEM). Para profundizar en la descripción de las diferencias observadas en los ensayos 
de formación de biofilm y microplacas y en los experimentos de microscopía de 
fluorescencia realizamos el análisis de la formación de biofilm mediante microscopía 
electrónica de barrido (SEM). 
 El desarrollo de este experimento fue realizado de manera idéntica al protocolo 
descripto en el Capítulo 2 pero utilizando un tiempo de incubación de 48 h. El secado por 
punto crítico, el metalizado y la observación de las muestras fueron realizados en el 
servicio de microscopía electrónica de barrido del Centro de Investigación y Desarrollo 
en Ciencias Aplicadas (CINDECA-CONICET-UNLP) 
 La Figura 4.8 muestra imágenes obtenidas en los experimentos de formación de 
biofilm con la cepa B. bronchiseptica plapGBb y el control de plásmidos vacío. 
 En primer lugar, el análisis de las imágenes de la cepa control B. bronchiseptica 
pvacío muestra un desarrollo máximo de biofilm en condiciones de cultivo con 
concentraciones de ácido nicotínico entre 0,5 mM y 1,0 mM. Este resultado es consistente 
con los reportes de bibliografía que indican que la máxima formación de biofilm se da en 
concentraciones semimodulantes de ácido nicotínico222,224. Estos resultados además 
correlacionan muy bien con los resultados obtenidos en este trabajo en los ensayos de 
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formación de biofilm en microplaca. Esto demuestra que la formación de biofilm en vidrio, 
al igual que en plástico, presenta un pico máximo en concentraciones de 0,5 mM y 1,0 
mM de ácido nicotínico. 
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Figura 4.8. Microscopía electrónica de barrido de biofilms formados sobre
cubreobjetos de vidrio semisumergidos. Las imágenes corresponden a
cultivos de 48 horas de las cepas B. bronchiseptica pvacío y plapGBb
cultivadas en SS suplementado con cantidades crecientes de ácido
nicotínico (0 mM; 0,5 mM; 1,0 mM y 4,0 mM).
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 Al comparar la estructura microscópica de los biofilms formados por la cepa que 
sobrexpresa LapG y el control de pvacío vemos diferencias importantes en condiciones 
de cultivo que presentan concentraciones de ácido nicotínico entre 0,5 mM y 1,0 mM. 
 El análisis de las imágenes de 0,5 mM muestra resultados equivalentes a los 
observados previamente en los ensayos de microscopía de fluorescencia. Nuevamente 
se ve que la cepa salvaje forma biofilms con una estructura desarrollada en altura y 
canales entre esas estructuras, mientras que la cepa que sobreexpresa LapG no es 
capaz de desarrollar esas estructuras. 
 Las diferencias más importantes las encontramos en la condición de 1,0 mM de 
ácido nicotínico. En esta condición puede verse que mientras la cepa salvaje forma 
biofilms con gran desarrollo, la sobreexpresión de LapGBb inhibe completamente el 
desarrollo de biofilm. En forma aislada se observan cúmulos de bacterias que no superan 
las 10-20 bacterias. Estas formaciones podrían constituir las llamadas microcolonias que 
son uno de los primeros pasos del desarrollo de biofilms. La sobreexpresión de LapGBb 
parecería inhibir la progresión hacia etapas posteriores de la formación de biofilm. 
 En 4,0 mM, condición en la que los ensayos de formación de biofilm en microplaca 
no mostraron diferencias significativas se aprecia una leve diferencia entre la cepa salvaje 
y la cepa que sobrexpresa LapGBb. La cepa salvaje, si bien no desarrolla estructuras de 
biofilms, presenta microcolonias de entre 5 y 20 bacterias además de bacterias aisladas 
adheridas a la superficie. La cepa con sobreexpresión de LapGBb no presenta 
microcolonias, en la fotografía tomada como representativa, ni en ningún sector del 
cubreobjetos analizado. 
 
Análisis de la formación de biofilm de la cepa B. bronchiseptica 
∆lapG 
 Para profundizar en el estudio del rol de LapG en B. bronchiseptica realizamos la 
deleción limpia de la secuencia lapGBb y evaluamos su fenotipo de formación de biofilm. 
Para la obtención de esta cepa utilizamos la misma estrategia que previamente habíamos 
puesto a punto para la obtención del mutante ΔbrtA. 
 Nuevamente utilizamos una combinación de estrategias de formación de biofilm 
en microplacas y microscopía para analizar el comportamiento de la cepa mutante ΔlapG. 
Como controles de este grupo de experimentos también obtuvimos la cepa 
complementada ΔlapG plapGBb y el control ΔlapG pvacío. 
 La evidencia experimental recolectada hasta el momento sugiere que LapGBb 
regula la localización de BrtA y de esta manera regularía la capacidad de B. 
bronchiseptica de formar biofilm. Según este modelo, la deleción de lapG generaría una 
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acumulación de BrtA superior a la de la cepa salvaje. Si nuestra hipótesis es correcta, la 
deleción de lapG debería inducir un aumento en los niveles de formación de biofilm.  
Los experimentos de formación de biofilm en microplaca fueron realizados siguiendo el 
mismo protocolo descripto previamente.  
 La Figura 4.7 muestra los resultados obtenidos en los experimentos de formación 
de biofilm en microplacas utilizando la cepa salvaje, el mutante ΔlapG y el mutante 
complementado ΔlapG plapGBb. Como puede verse, la deleción de lapG generó un 
aumento significativo en los niveles de formación de biofilm en condiciones de cultivo que 
presentan concentraciones de ácido nicotínico de 2,0 mM y 4,0 mM (p<0,001). Asimismo, 
en estas condiciones la complementación con la construcción plapGBb restituyó los 
niveles de formación de biofilm a los valores de la cepa salvaje. Este control confirma que 
el efecto observado en la cepa mutante ΔlapG se da como consecuencia de la ausencia 
de LapGBb. Los ensayos realizados en 2,0 mM y 4,0 mM de ácido nicotínico corresponden 
a condiciones de cultivo que modulan el fenotipo de Bordetella a fase Bvg-. 
 
 
 
 Para evaluar con detalle las diferencias en la formación de biofilm entre la cepa 
salvaje y ΔlapG realizamos ensayos de formación de biofilm sobre vidrio y los analizamos 
mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). En la Figura 4.9.b presenta 
imágenes correspondientes a la zona de la interfase aire-liquido donde se desarrolla el 
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Figura 4.9. (a) Ensayo de formación de biofilm en microplaca. El gráfico representa el promedio y la desviación
estándar de 4 réplicas biológicas (4 réplicas técnicas por experimento). Las cepas B. bronchiseptica pvacío (Bb
pvacío), B. bronchiseptica ΔlapG pvacío (Bb ΔlapG pvacío) y B. bronchiseptica ΔlapG plapGBb (Bb ΔlapG plapGBb)
fueron cultivadas durante 24 horas en medio SS suplementado con cantidades crecientes de ácido nicotínico (0 mM;
0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM y 4,0 mM). * indica diferencia estadísticamente significativa (p ˂ 0.05 ). (b) Microscopía
electrónica de barrido (SEM) en medio de cultivo SS y en SS suplementado con ácido nicotínico 2,0 mM.
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biofilm. En condiciones de cultivo no modulantes (0,0 mM de ácido nicotínico) ambas 
cepas muestran un desarrollo de biofilm similar. En las dos cepas se observan cúmulos 
de bacterias separados por espacios libres en donde se distinguen algunas bacterias 
aisladas adheridas a la superficie. No se observan diferencias ni en el desarrollo de 
cúmulos de bacterias ni en la adhesión de bacterias a la superficie. En 2,0 mM por el 
contrario se ven diferencias importantes entre el desarrollo de biofilm de la cepa salvaje 
y la cepa ΔlapG. Si bien ambas cepas presentan biofilm estructurados como cúmulos 
bacterianos y espacios libres, la cepa ΔlapG presenta cúmulos mucho más grandes que 
la sepa salvaje. Debido al gran número de bacterias, no llega a apreciarse bacterias 
aisladas adheridas a la superficie. 
 
Conclusiones y discusión 
 En los capítulos anteriores demostramos que BrtA es una adhesina involucrada 
en la formación de biofilm en B. bronchiseptica. A lo largo del presente capítulo 
analizamos la regulación de la localización de esta adhesina. Para ello evaluamos la 
hipótesis de que las secuencias BB1184 y BB1185 codifican para LapD y LapG en B. 
bronchiseptica. 
Para analizar la funcionalidad de BB1184 (LapDBb) y BB1185 (LapGBb) utilizamos 
a P. fluorescens como modelo de estudio. La idea de expresar de manera heteróloga a 
LapDBb y LapGBb surge del hecho que este sistema de proteínas está conservado entre 
especies no relacionadas279. A partir de esta información consideramos como estrategia 
analizar si LapDBb y LapGBb eran capaces de complementar los fenotipos de los mutantes 
respectivos en P. fluorescens. La utilización de este sistema heterólogo resultó en una 
herramienta sumamente útil que nos permitió confirmar que BB1184 y BB1185 son LapD 
y LapG en B. bronchiseptica. 
 La expresión de LapDBb en la cepa P. fluorescens ∆lapD generó un aumento en 
los niveles de formación de biofilm y en la cantidad de LapA localizada en la membrana 
en comparación a la cepa control P. fluorescens ∆lapD pvacío (Figuras 4.2.a y 4.2.b). 
Estos datos sustentan la hipótesis de que LapDBb es funcionalmente equivalente a 
LapDPf. Sin embargo, no pasa desapercibido el hecho de que la expresión heteróloga de 
LapDBb no generó niveles de formación de biofilm iguales a los generados mediante la 
expresión de LapDPf. Con el objetivo de indagar en las causas que podrían explicar esta 
diferencia, realizamos un análisis estructural de la región de LapDPf y LapDBb que estarían 
involucradas en la interacción con diguanilato ciclasas. Como resultado de ese análisis 
determinamos que las regiones de interacción en ambas proteínas tienen una estructura 
y distribución de carga diferente. LapDBb podría no interactuar eficientemente con GcbC 
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y esto produciría una transferencia deficiente de la señal del citoplasma al periplasma. 
En estas condiciones, LapDBb sería menos eficiente para mantener retenida a LapGPf y 
esto generaría niveles menores de formación de biofilm. Esta observación podría explicar 
la menor capacidad de complementación de LapDBb en comparación a LapDPf. 
Los ensayos de dot blot, a diferencia de los experimentos de biofilm, no mostraron 
diferencias significativas en la cantidad de LapA localizada en la membrana entre las 
cepas P. fluorescens ∆lapD plapDBb y plapDPf (Figura 4.2.b). Esto podría deberse a que 
la sensibilidad que presenta este ensayo no sea suficiente para poner de manifiesto una 
pequeña diferencia en la cantidad de LapA. 
 Utilizando una estrategia análoga, analizamos la funcionalidad de BB1185 
(LapGBb) en el contexto de la cepa P. fluorescens ∆lapG. Nuestros resultados indican que 
la expresión de LapGBb disminuye la formación de biofilm en el contexto de la cepa P. 
fluorescens ∆lapG. Por un lado, esto indica que LapGBb es funcionalmente equivalente a 
LapGPf, pero en este ensayo también observamos diferencias entre las cepas 
complementadas con ambas secuencias. En primer lugar, la expresión heteróloga de 
LapGBb podría generar niveles de expresión menores a los niveles de expresión de 
LapGPf. En segundo lugar, no podemos descartar que existan diferencias entre ambas 
proteínas que conlleven a una mayor eficacia de la proteína LapGPf, en su contexto 
natural, respeto de la expresada de forma heteróloga, al momento de clivar y desprender 
a LapA de la membrana. Ambos motivos podrían explicar las diferencias destacadas en 
la complementación con LapGBb y LapGPf. 
Para profundizar en la descripción de LapGBb y avanzar en la compresión del 
mecanismo de regulación de la formación de biofilm, analizamos la funcionalidad de 
LapGBb en ensayos de actividad in vitro e in vivo. En primer lugar, determinamos que 
LapGBb es capaz de clivar a LapA de P. fluorescens y liberarla al sobrenadante del medio 
de cultivo (Figura 4.2.d). Este resultado refuerza la hipótesis de que LapGBb al igual que 
LapGPf es una proteasa capaz de procesar adhesinas de la familia de LapA. Este ensayo 
puso en evidencia diferencias entre LapGBb y LapGPf que hacen que la expresión 
heteróloga de LapGBb no produzca los mismos resultados que la expresión de la propia 
LapG de P. fluorescens. Las diferencias en la estructura primaria y secundaria que 
podrían explicar estas observaciones serán analizadas a lo largo del Capítulo 7. 
 Habiendo confirmado que LapGBb era funcionalmente análoga a LapGPf, nos 
enfocamos en el siguiente paso de la descripción de este sistema que consistió en 
determinar si BrtA es el sustrato natural de LapGBb. Para este ensayo clonamos la porción 
N-terminal de BrtA que contiene el posible sitio de clivado -TAAV-. Combinando extractos 
crudos de bacterias conteniendo la versión N-term-BrtA y LapGBb demostramos que BrtA 
es sustrato de LapG en B. bronchiseptica (Figura 4.5). Como parte de este experimento 
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determinamos que la presencia de Ca+2 es fundamental para la actividad de LapGBb. Esta 
característica ya ha sido demostrada también para LapG en P. fluorescens y en L. 
pneumophila130,256. 
Según nuestro modelo de trabajo, la presencia de BrtA sobre la membrana 
plasmática aumentaría la capacidad de B. bronchiseptica de formar biofilm, mientras que 
su ausencia induciría una reducción en los niveles de biofilm. 
 Para evaluar esta hipótesis analizamos el fenotipo de formación de biofilm 
mediante ensayos de cultivos en microplacas, microscopía de fluorescencia y 
microscopía electrónica de barrido, de una cepa que sobre expresa lapGBb y el mutante 
delecional ∆lapG. 
 En experimentos de formación de biofilm en microplaca determinamos que la 
sobreexpresión de lapGBb indujo una reducción en la formación de biofilm. Esta reducción 
se produjo en condiciones de ácido nicotínico en las que la deleción de brtA no había 
generado diferencias en comparación a la cepa salvaje (Figura 4.6 y 3.2). Este resultado 
podría indicar la existencia de otros factores involucrados en la formación de biofilm 
regulados por LapGBb. En este sentido, recientemente se ha visto que la adhesina LapA 
de P. fluorescens no es el único sustrato de LapG en ese organismo. Pfl01_1463 también 
es clivada por LapGPf aunque las implicancias biológicas de este proceso aún no han 
sido determinadas136. En B. bronchiseptica, fhaL (BB1936) y fhaS (BB2312) presentan 
secuencias que podrían ser clivadas por LapGBb. En el extremo C-terminal FhaL presenta 
un sitio TAAG mientras que FhaS presenta dos sitios TAAG y PAAG que podrían ser 
blanco de la proteasa LapGBb. 
En este capítulo también nos enfocamos en el estudio de la expresión de los 
genes lapDBb, lapGBb y brtA. En un estudio previo, brtA (BB1186) fue clasificado como un 
gen de avirulencia. En el mencionado estudio, Tracy Nicholson demostró que la expresión 
de BB1186 es menor en la cepa salvaje en comparación a la variante bloqueada en fase 
Bvg-280. Estos resultados fueron confirmados por Nishikawa et al. quienes demostraron, 
mediante ensayos de qPCR, que el sistema de dos componentes BvgAS inhibe la 
expresión de brtA260. En ese mismo trabajo, en ensayos de Western blot se aprecia la 
presencia de bandas correspondientes a BrtA en muestras provenientes de cultivos 
realizados en condiciones Bvg+. Esta observación no fue considerada por los autores del 
mencionado artículo. Nuestros resultados indican que brtA se coexpresa junto a lapDBb y 
lapGBb en todas las fases de virulencia (Figura 4.1). Esta hipótesis se ve reforzada por 
los resultados presentados en el Capítulo 3 en donde identificamos a BrtA en muestras 
provenientes de sobrenadantes obtenidos en condiciones de cultivo Bvg+ (Figura 3.4). 
 Los resultados de Nishikawa et al. también indican que el factor transcripcional 
regulador de brtA, LuxR (BB1187), y los componentes del sistema de secreción tipo I 
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(BB1188, BB1189 y BB1191) se coexpresan como parte de un mismo operón. 
Combinando los resultados presentados en este capítulo, junto con los resultados de 
Nishikawa et al. B. bronchiseptica tendría 2 operones relacionados a la formación de 
biofilm mediada por c-di-GMP. El primero de ellos, asociado a la expresión y secreción 
de BrtA (BB1187-BB1191). Mientras que el segundo operón contendría la propia 
secuencia codificante para BrtA junto a los factores involucrados en el control 
postranscripcional de la localización de esta adhesina (lapDBb-lapGBb-brtA). 
 Habiendo caracterizado funcionalmente el sistema formado por LapDBb, LapGBb y 
BrtA resta determinar cuál es la importancia de este sistema durante el proceso de 
infección natural de B. bronchiseptica. Este tema, así como también los mecanismos de 
control de la actividad de LapD serán temas evaluados en los siguientes capítulos. 
 
 

  
 
Capítulo 5 
Análisis de rol de las proteínas Lap de 
B. bronchiseptica in vivo 
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Introducción 
Este capítulo presentará un abordaje complementario no analizado hasta el 
momento en relación al rol de las proteínas Lap de B. bronchiseptica en la formación de 
biofilm y en procesos naturales de infección. En los capítulos precedentes hemos 
evaluado la participación de este grupo de proteínas en la formación de biofilm sobre 
superficies inertes. Si bien esos modelos de estudio son ampliamente utilizados incluso 
para el análisis de patógenos como B. bronchiseptica, resulta importante realizar un 
análisis en condiciones cada vez más cercanas al ambiente natural en el que esta 
bacteria puede encontrarse. Con ese objetivo como meta, nos planteamos el desarrollo 
de experimentos de colonización en ratones los cuales constituyen un huésped natural 
de B. bronchiseptica. G. Sloan et al. demostraron que B. bronchiseptica es capaz de 
formar biofilm en la cavidad nasal de ratones207. Para ello elegimos ratones hembras 
BALB/c por tratarse del modelo animal más utilizado por la comunidad científica para 
analizar procesos de infección de B. bronchiseptica. Si bien otras cepas de ratones 
también han sido utilizadas, en nuestras manos esta cepa es la que mejores resultados 
nos ha dado en lo que respecta al manejo de los animales y al estudio del proceso de 
infección. 
 En segundo lugar, nos adentramos en el análisis de una etapa del proceso de 
infección poco estudiada: la transmisión entre huéspedes. Para el desarrollo de estos 
experimentos utilizamos el modelo recientemente desarrollado de transmisión de B. 
bronchiseptica entre ratones deficientes en el receptor de la inmunidad innata TRL4 (Toll-
like recpetor 4). 
 Por último, desarrollamos nuevos experimentos de formación de biofilm, pero en 
este caso utilizando una superficie biótica como sustrato para la adhesión y el desarrollo 
del biofilm. Serán presentados, a lo largo del capítulo, experimentos realizados con 
cultivos celulares de la línea derivada de un paciente fibroquístico CFBE281. 
 
Primer ensayo de colonización 
 Como primer acercamiento al proceso de colonización decidimos realizar un 
ensayo utilizando un protocolo de inoculación intranasal tradicional. Para el desarrollo de 
este experimento se utilizaron las cepas B. bronchiseptica pBBR1-MCS5-PnptII (Bb 
pvacío) y B. bronchiseptica pBBR1-MCS5-PnptIIlapG (Bb plapG). Brevemente, el protocolo 
experimental consistió en una inoculación por vía intranasal de 50 µL de suspensiones 
bacterianas de 1.107 UFC/mL. Como primera aproximación al proceso de colonización 
decidimos evaluar tiempos de infección relativamente prolongados por lo que el sacrificio 
de los animales de experimentación fue realizado a los 12 y 30 días post-inoculación. 
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Mediante estudios de microscopía G. Sloan et al. demostraron que en esos tiempos, B. 
bronchiseptica coloniza el epitelio respiratorio formando las estructuras características de 
bacterias formadoras de biofilm207. 
 Tal como describimos antes, la sobre expresión de lapG conduce a una reducción 
en la capacidad de formación de biofilm de B. bronchiseptica. Según la hipótesis 
planteada, esta sobreexpresión reduce la localización de BrtA sobre la membrana externa 
y esto es lo que conduce a una reducción en la formación de biofilm. Si la localización de 
BrtA fuera importante durante el proceso de infección es esperable que aquellos ratones 
inoculados con la cepa que sobre expresa lapG presenten un número menor de UFC al 
cabo de cierto tiempo de infección.  
 
 
 
 La Figura 5.1 muestra los resultados del primer ensayo de colonización realizado 
con las cepa Bb pvacío y Bb plapG. 
 En primer lugar, puede verse que al cabo de 12 días de realizada la inoculación 
encontramos bacterias tanto en la cavidad nasal como en pulmón siendo ligeramente 
superior el número de bacterias en nariz. En este tiempo post inoculación no vemos 
diferencias en el número de bacterias recuperadas de ratones infectados con la cepa 
salvaje respecto de los ratones inoculados con la cepa Bb. plapG. Al analizar los 
resultados obtenidos a los 30 días de realizada la inoculación vemos que los pulmones 
recuperados de ratones infectados con la cepa Bb plapG presentaban un número de 
bacterias significativamente menor que los pulmones provenientes de ratones infectados 
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Figura 5.1. Primer ensayo de colonización. Ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad fueron inoculados con 30
µL de suspensiones bacterianas de 1x105 UFC/mL por vía intranasal. El gráfico muestra valores de UFC/mL
recuperadas de los órganos indicados. La línea negra horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones
analizados en ese tiempo en ese órgano. Cada punto corresponde a un ratón. * indica diferencia estadísticamente
significativa (p<0,05).
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con el control Bb pvacío (p<0,05). Por el contrario, no encontramos diferencias en el 
número de bacterias recuperadas de las narices de los animales sacrificados en este 
tiempo. Dado que las diferencias encontradas son pequeñas, esta observación podría 
indicar que las proteínas Lap, si bien no serían indispensables para el desarrollo de la 
infección, podrían tener un rol secundario en etapas tardías del proceso de infección. 
 Cabe destacar que el desarrollo de este experimento fue realizado con cepas B. 
bronchiseptica transformadas con construcciones realizadas en el vector plasmídico 
pBBR1-MCS5. En cada uno de los tiempos indicados realizamos controles que nos 
permitieron confirmar la estabilidad de las construcciones durante el transcurso de la 
infección. 
 
Segundo ensayo de colonización 
 Las primeras fases del proceso de colonización pueden ser fundamentales para 
el desarrollo de todo el proceso infectivo. Con el objetivo de evaluar un posible rol de las 
proteínas Lap durante las primeras etapas del proceso de colonización decidimos 
analizar las primeras horas después de iniciada la infección. 
 Para este ensayo utilizamos un protocolo de inoculación alternativo que se 
asemeja un poco más a un proceso de infección natural. En el primer ensayo de 
colonización inoculamos a cada ratón con 5.105 bacterias (50 µL de una suspensión 1.107 
UFC/mL). Si bien esta dosis es utilizada comúnmente en experimentos de colonización 
de B. bronchiseptica, constituye una carga bacteriana extremadamente alta frente a la 
cual, en condiciones normales, un ratón salvaje difícilmente pueda encontrarse. Una gran 
cantidad de bacterias presentes en el inóculo podría enmascarar posibles defectos de las 
cepas estudiadas durante las primeras etapas del proceso de colonización. Weyrich et 
al. demostraron que 500 UFC de B. bronchiseptica dispensadas en un volumen de 10 µL 
son suficientes para lograr la colonización del 100% de los ratones inoculados282. 
Utilizando un inóculo inicial menor al mencionado también se puede lograr la colonización 
de la cavidad nasal, sin embargo en este caso, menos del 80% de los animales 
inoculados presenta colonización de los pulmones282. Por este motivo decidimos utilizar 
un protocolo de inoculación de 500 UFC en un volumen de 10 µL. Para este ensayo 
utilizamos las cepas Bb pvacío y Bb plapG. Los tiempos elegidos para el sacrificio fueron 
2, 24 y 72 horas con el objetivo de evaluar las etapas iniciales del proceso de 
colonización. 
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En la Figura 5.2 puede verse el resultado del experimento de colonización 
realizado para evaluar las primeras horas del proceso de infección. 
 En primer lugar, vemos que a las 2 horas de realizada la inoculación intranasal 
fue posible recuperar bacterias de esta región en los 4 ratones analizados. La carga 
bacteriana recuperada se redujo 1/5 de la carga inoculada originalmente. Por el contrario, 
si analizamos el resultado del número de bacterias recuperadas de pulmón vemos que, 
a las 2 horas post-inoculación, la infección no avanzó hasta las vías respiratorias 
inferiores en todos los ratones. Sólo dos de los cuatro ratones analizados presentaba 
pulmones colonizados. 
 Durante las primeras 72 horas post-inoculación vemos que la carga bacteriana 
presente en nariz se multiplicó. El número de bacterias recuperadas de esta región pasó 
de 1.102 UFC/mL a 1.106 UFC/mL. Asimismo, el número de UFC recuperadas en pulmón 
también creció entre las 2 horas y las 72 horas, aunque alcanzó valores ligeramente 
menores que los alcanzados en nariz (1.105 UFC/mL).  
 El análisis estadístico de este experimento no mostró diferencias significativas en 
el número de UFC/mL recuperadas de los animales infectados con las cepas Bb pvacío 
en comparación con Bb plapG en ninguno de los tiempos y órganos analizados. Estos 
ensayos sugieren que, en el modelo estudiado, las proteínas Lap de B. bronchiseptica no 
tendrían un rol importante para el establecimiento inicial de la infección en nariz y pulmón. 
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Figura 5.2. Segundo ensayo de colonización. Ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad fueron inoculados con 500 UFC
contenidas en 5 µL de suspensión. El gráfico muestra valores de UFC/mL recuperadas de los órganos indicados. La línea negra
horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones analizados en ese tiempo en ese órgano. El gráfico muestra el resultado
de dos experimentos independientes.
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Rol de LapG y BrtA en el proceso de infección 
 Los resultados de biofilm presentados en los capítulos anteriores muestran que 
tanto LapG como BrtA tienen un rol importante en la formación de biofilm en B. 
bronchiseptica. A su vez, los primeros ensayos de colonización presentados en este 
capítulo dan indicios de que las proteínas Lap podrían tener también un rol durante el 
proceso infeccioso en ratones. 
 Con el objetivo de avanzar en la comprensión del rol de LapG y BrtA en la 
fisiopatología de B. bronchiseptica realizamos ensayos de colonización con las cepas B. 
bronchiseptica salvaje, ΔlapG y ΔbrtA. Para el desarrollo de estos experimentos 
utilizamos una carga bacteriana de 5.105 UFC (50 µL de suspensiones 1x107 UFC/mL) y 
una vía de inoculación intranasal. Los recuentos de UFC en pulmón y nariz fueron 
realizados en los tiempo indicados: 2 horas, 7, 14 y 21 días. 
 
 
 
En la Figura 5.3 vemos, en primer lugar, que los valores de UFC/mL recuperadas 
de los órganos infectados con la cepa B. bronchiseptica salvaje son equivalentes a los 
datos reportados previamente en la bibliografía283. La cepa salvaje es capaz de persistir 
tanto en nariz como en pulmón 21 días post infección. La carga bacteriana en pulmón 
presentó un pico máximo en el día 7 (107 UFC/mL) para luego comenzar a disminuir 
gradualmente hasta alcanzar un valor mínimo a los 21 días (105 UFC/mL). Por otro lado, 
el pico máximo de infección en nariz se observó entre los días 7 y 14 post inoculación y 
luego se redujo en un orden de magnitud hacia el día 21. 
 El análisis de los resultados de UFC/mL recuperadas a las 2 horas constituye un 
control interno y además un resultado per se. Por un lado, la inexistencia de diferencias 
Figura 5.3. Ensayos de colonización con ΔbrtA y ΔlapG . Ratones BALB/c de 6 semanas de edad fueron inoculados con 105 UFC
contenidas en 50 µL de suspensión. El gráfico muestra valores de UFC/mL recuperadas de los órganos indicados. La línea negra
horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones analizados en ese tiempo en ese órgano. El gráfico muestra el resultado
de dos experimentos independientes. * indica diferencia estadísticamente significativa respecto del control Bb salvaje p<0,05.
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entre las tres cepas constituye una prueba de que los ratones fueron inoculados con 
cantidades equivalentes de bacterias. Por otro lado, este resultado también corrobora 
que, tal como sugería el experimento mostrado anteriormente, las proteínas Lap no tienen 
un rol preponderante en las etapas iniciales del proceso de colonización. 
 Durante el período de tiempo evaluado no registramos diferencias significativas 
entre el número de UFC/mL recuperadas de los ratones infectados con la cepa salvaje 
en comparación a los ratones infectados con la cepa ΔbrtA. 
 Hacia el día 7 no registramos diferencias entre la cepa salvaje y la cepa ΔlapG. 
Sin embargo, el día 14 encontramos una diferencia significativa entre el número de 
UFC/mL recuperadas de los pulmones de los ratones infectados con ΔlapG respecto de 
los controles infectados con la cepa salvaje (p<0,05). Esta diferencia desapareció en el 
día 21 momento en el cual los animales infectados con todas las cepas presentaban, en 
pulmón, una carga bacteriana de 1.105 UFC/mL. 
 Entre los días 5 y 10 encontramos que el 25% de los ratones infectados con la 
cepa ΔlapG presentaban signos de enfermedad (pelaje crispado, respiración dificultosa, 
y escasa respuesta a estímulos externos). Entre estos días algunos ratones fueron 
encontrados muertos y no fue posible procesar sus órganos. Sin embargo, uno de los 
ratones que presentaba mayores signos de enfermedad fue sacrificado para evitarle 
sufrimiento. Posteriormente, sus órganos fueron procesados a fin de realizar el recuento 
de UFC/mL presentes en pulmón y nariz. El recuento en nariz no difería del resto de los 
ratones, sin embargo, el recuento en pulmón dio como resultado un número de UFC/mL 
notablemente superior a la carga bacteriana normal para este día y superior también a la 
de otros ratones infectados con esta misma cepa (Figura 5.3, círculo verde). 
 
Análisis del rol de BrtA en la transmisión de B. bronchiseptica 
 El evento de transmisión de un patógeno desde un hospedador infectado hacia 
un individuo sano es un proceso que conlleva grandes dificultades para su estudio. 
 En el caso particular de B. bronchiseptica, el proceso de transmisión ha sido 
reportado sólo por contacto directo o indirecto entre cerdos infectados y cerdos sanos284. 
Asimismo, no ha sido reportada la transmisión entre animales de manejo más sencillo en 
el laboratorio (ratones, ratas, conejos, etc.). La gran dificultad en el manejo grandes 
mamíferos, como cerdos, ha relegado el estudio de este evento. Sin embargo, el grupo 
de investigación liderado por Eric Harvill de la Universidad de Georgia (Athens, Estados 
Unidos) ha desarrollado un modelo de estudio murino para la transmisión de B. 
bronshiceptica285. Investigadores de este grupo demostraron que el receptor de la 
inmunidad innata TLR4 está involucrado en el control de la transmisión de 
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B.bronchiseptica285. A partir de este descubrimiento desarrollaron un modelo de estudio 
para la transmisión de B. bronchiseptica que contempla la utilización de una línea de 
ratones deficiente en el receptor TLR4 (C3H/HeJ)285. Para el desarrollo de los 
experimentos de transmisión, un ratón infectado con B. bronchiseptica es colocado junto 
a 3 ratones no infectados (ratones naïve) durante 21 días. Transcurrido este tiempo, los 
animales naïve son sacrificados a fin de determinar la presencia de bacterias en nariz, 
pulmón y tráquea285. 
 Con el objetivo de estudiar si el sistema de proteínas Lap podría estar involucrado 
durante el proceso de transmisión entre un huésped infectado y uno sano decidimos 
utilizar este modelo de estudio. 
 Tal como describen Rolin et al., para el desarrollo de estos experimentos 
utilizamos la línea C3H/HeJ (TLR4 neg)285. Se inocularon por vía intranasal dos ratones 
con 5 μL de una suspensión bacteriana 3.105 UFC/mL, de manera de dispensar 150 UFC 
sobre la cavidad nasal. Estos animales fueron colocados en jaulas independientes junto 
a 3 ratones naïve de la misma línea (n=6). Al cabo de 21 días todos los animales fueron 
sacrificados y los órganos nariz, tráquea y pulmones fueron procesados a fin de 
determinar el número de UFC totales presentes. 
 
 
 
La Figura 5.4 presenta los resultados de un experimento de transmisión entre 
ratones C3H/HeJ. Los resultados presentados corresponden al número total UFC 
presentes en los órganos indicados recuperadas de los ratones inicialmente no 
inoculados (naïve). Los ratones inicialmente inoculados también fueron sacrificados y sus 
órganos procesados a fin de determinar el número de CFU en los respectivos órganos a 
modo de control. Ambos ratones presentaron bacterias en todos los órganos indicando 
que la infección de los mismos había sido exitosa (resultados no mostrados) 
 Los resultados de la Figura 5.4 muestran, en primer término, tal como se haya 
descripto en la bibliografía, que B. bronchiseptica es capaz de transmitirse desde un ratón 
infectado hacia ratones naïve en la línea C3H/HeJ. Como puede apreciarse en la figura, 
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Figura 5.4. Ensayo de transmisión de B. bronchiseptica entre ratones C3H/HeJ mice (TLR4 Neg). El gráfico representa el número
de bacterias recuperadas de los ratones naïve colocados junto a ratones infectados con la cepa Bb salvaje o ΔbrtA durante 21
días. Estos resultados representan el promedio de dos experimentos independientes.
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al cabo de 21 días, tanto la cavidad nasal, la tráquea y los pulmones de ratones 
originalmente no infectados, se encuentran colonizados. En todos los órganos hallamos 
cantidades de bacterias que van desde 1.104 hasta 1.107 UFC. La desviación estándar 
en el número de UFC/mL es mayor que en los experimentos de colonización presentados 
anteriormente. Esta variabilidad es similar a la reportada en la bibliografía285 y podría ser 
una consecuencia de la manera en que estos ratones son infectados. A diferencia de los 
ensayos de colonización en donde cada ratón es inoculado con una misma cantidad de 
bacterias, en estos ensayos, todos los ratones naïve son expuestos a un ambiente 
infectivo, pero no necesariamente todos se enfrentan al mismo número de bacterias. 
 Analizando el número de UFC/mL vemos que los ratones naïve que se infectaron 
con la cepa ΔbrtA no presentaron diferencias significativas frente a los controles 
infectados con la cepa salvaje. Sin embargo, encontramos que uno de los ratones no fue 
infectado (el círculo verde representa diferentes órganos del mismo ratón). Considerando 
este resultado podemos decir que el proceso de transmisión de la cepa salvaje fue 
efectivo en 6 de los 6 ratones expuestos a los ratones infectados, sin embargo, 1 de los 
6 ratones expuestos a ratones infectados con la cepa ΔbrtA no fue contagiado. Este 
resultado, si bien no permite decir que BrtA tenga un rol preponderante durante el proceso 
de transmisión, podría indicar que contribuiría parcialmente a este proceso. 
 
Análisis de la formación de biofilm sobre monocapa celular 
 En los capítulos anteriores presentamos evidencia de que LapG y BrtA tienen 
roles importantes para el desarrollo de biofilm sobre diferentes superficies. Sin embargo, 
en todos los casos las superficies evaluadas se trataban de materiales inertes: vidrio o 
plástico. Con el objetivo de evaluar la capacidad de formación de biofilm de B. 
bronchiseptica sobre una superficie biótica y el rol de LapG y BrtA en este proceso, 
realizamos ensayos de formación de biofilm sobre monocapas celulares. Para el 
desarrollo de este experimento utilizamos dos abordajes complementarios. Por un lado, 
analizamos el número de bacterias que se adhieren a la superficie celular luego de un 
período de tiempo de co-incubación con la monocapa celular. Asimismo, evaluamos 
mediante microscopía de fluorescencia, la capacidad de adhesión y de desarrollo de 
biofilm de diferentes cepas de B. bronchiseptica sobre las células epiteliales. 
 Para el desarrollo de estos experimentos utilizamos la línea celular CFBE (Cystic 
Fibrosis-derived epithelial cells) inmortalizada a partir de un cultivo primario de células 
epiteliales de bronquio de un paciente con fibrosis quística281. Dado que B. bronchiseptica 
es un patógeno oportunista de humanos, ha sido frecuentemente aislada de pacientes 
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fibroquísticos158,206,286. Por este motivo, la línea celular elegida presenta características 
fisiológicamente relevantes para la biología de esta bacteria. 
 Brevemente, células de la línea CFBE fueron cultivadas en medio MEM en placas 
de 24 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 100% (2,5.104-1.105 células). En ese 
momento se inocularon las suspensiones bacterianas sobre la monocapa celular. Una 
hora después, el sobrenadante fue retirado a fin de eliminar aquellas bacterias que no se 
hubieran adherido a la monocapa celular. Luego se adicionó medio de cultivo de células 
y se incubó durante diferentes períodos de tiempo. 
 Para realizar los recuentos de bacterias, 21 horas post-inoculación se tomaron 
muestras de 100 µL del sobrenadante de cultivo y se realizaron diluciones seriadas a fin 
de determinar el número de UFC/mL presentes en forma planctónica en el sobrenadante. 
Posteriormente se aspiró el resto del sobrenadante y se adicionaron 250 µL solución 
reguladora PBS. En forma mecánica se levantaron la monocapa de células junto a las 
bacterias adheridas a ella para luego tomar muestras de 100 µL de estas suspensiones. 
Finalmente se realizaron diluciones seriadas a fin de determinar el número de bacterias 
adheridas a la monocapa celular (este recuento también fue expresado en términos de 
UFC/mL). Para este ensayo se utilizaron las cepas B. bronchiseptica salvaje, ΔlapG y 
ΔbrtA. 
La Figura 5.5 muestra los resultados de los recuentos de UFC/mL en el 
sobrenadante de cultivo y sobre la monocapa de células de la línea derivada de un 
paciente fibroquístico CFBE. 
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Figura 5.5. Formación de biofilm sobre monocapa celular. Los gráficos representan (a) el número de UFC/mL presentes en el
sobrenadante de cultivo y (b) el número de UFC/mL adheridas a células de la línea CFBE co incubadas durante 21 horas con
las cepas B. bronchiseptica salvaje, ΔbrtA y ΔlapG. El grafico representa el promedio y la desviación estándar de dos
experimentos independientes cada uno de ellos realizado con 3 réplicas técnicas por cepa (n=2).
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El resultado de los recuentos no mostró diferencias en el número de UFC/mL 
recuperadas del sobrenadante de células incubadas con ΔbrtA y ΔlapG respecto del 
control incubado con la cepa B. bronchiseptica salvaje. Asimismo, tampoco encontramos 
diferencias entre el número de bacterias adheridas a la monocapa entre las cepas 
mencionadas. 
 En forma paralela a los ensayos de recuento se realizaron ensayos de 
microscopía de fluorescencia a fin de determinar la capacidad de adhesión y formación 
de biofilm sobre la monocapa celular de las cepas B. bronchiseptica salvaje, ΔbrtA y 
ΔlapG. Luego de la inoculación de las suspensiones bacterianas sobre la monocapa, tal 
como se describió en los párrafos anteriores, se realizaron observaciones microscópicas 
a diferentes tiempos de incubación. Durante el desarrollo de 3 experimentos 
independientes se analizaron tiempos de coincubacón de 4, 10, 20, 26 y 48 horas 
utilizando duplicados técnicos en cada uno de los casos. Para el desarrollo de estos 
experimentos se utilizó un microscopio de Florescencia Nikon Eclipse Ti acoplado a un 
módulo denominado spinning disk el cual permite la reconstrucción de imágenes en 3D 
a pesar de que el microscopio utilizado no presenta la tecnología Confocal. 
La Figura 5.6 muestra imágenes representativas de los resultados obtenidos de 
los experimentos de microscopía de fluorescencia realizado para determinar la capacidad 
de adhesión y formación de biofilm de B. bronchiseptica. En primer lugar, se muestran 
imágenes representativas de los resultados obtenidos para la cepa B. bronchiseptica 
salvaje en cada uno de los tiempos analizados. En estas imágenes puede verse que 
desde el primer tiempo analizado (4 horas) encontramos bacterias adheridas a la 
superficie celular. En este tiempo se observan principalmente bacterias aisladas y 
esporádicamente cúmulos de unas pocas bacterias. Resulta importante destacar que, 
desde los primeros tiempos de incubación, se observaban células que presentaban 
signos de daño como por ejemplo una forma redondeada y despegada de la monocapa, 
así como también irregularidades en las regiones de contacto entre células (flechas 
blancas). Esta observación indicaría que B. bronchiseptica resultaría tóxica y rompería la 
estructura de monocapa de esta línea celular en la condiciones evaluadas. 
 Con el aumento del tiempo de incubación es posible observar un aumento en la 
cantidad de bacterias adheridas a la monocapa. A partir de las 10 horas empiezan a verse 
aglomerados bacterianos que podrían ser microcolonias desarrolladas como una etapa 
inicial del proceso de formación de biofilm. 
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 Entre las 20 y las 48 horas observamos un incremento importante en el número 
de bacterias adheridas a la superficie celular, así como también el desarrollo de 
aglomerados bacterianos en estructuras complejas que presentan características de 
biofilms. En estos tiempos se vio incrementada aún más la presencia de células con 
signos de daños (flechas blancas). 
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Figura 5.6. Análisis de la formación
de biofilm mediante microscopía de
fluorescencia de la cepa B.
bronchiseptica salvaje sobre
monocapa de células de la línea CFBE
derivada de un paciente
fibroquístico. Las imágenes son
representativas de tres
experimentos independientes. Los
paneles de la izquierda muestran la
fusión del canal de luz blanca con el
canal de fluorescencia. Las flechas
blancas señalan la presencia de
estructuras compatibles con daño
celular. Los paneles de la derecha
muestran la representación en 3D
del canal de fluorescencia donde
sólo se ven bacterias.
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 En todos los tiempos de incubación indicados anteriormente se analizó también 
la capacidad de formación de biofilm de las cepas ΔbrtA y ΔlapG. 
 
 
 
 La Figura 5.7 muestra imágenes representativas de los experimentos de 
formación de biofilm sobre monocapa celular analizados mediante microscopia de 
fluorescencia de las cepas ΔbrtA y ΔlapG en comparación a la cepa salvaje utilizada 
como control. Si bien estos experimentos fueron realizados a tiempos de incubación de 
4, 10, 20, 26 y 48 horas, en la Figura 6.7 se muestran sólo a modo representativos los 
resultados de los tiempos de incubación de 10 y 26 horas. 
 En ninguno de los tiempos analizados encontramos diferencias significativas entre 
la capacidad de adhesión (tiempos cortos) o de formación de biofilm (tiempos largos) 
entre las cepas ΔbrtA, ΔlapG y la cepa control B. bronchiseptica salvaje. Todas las cepas 
presentaron una cinética de formación de biofilm similar en las condiciones analizadas. 
A las 4 horas se observaba principalmente la presencia de bacterias aisladas y 
esporádicamente la formación de cúmulos. A partir de las 10 horas se observaba la 
presencia de estructuras más complejas que se desarrollaban de manera similar hasta 
las 26 y 48 horas de incubación. 
 Si bien estos resultados podrían indicar que en las condiciones evaluadas LapG 
y BrtA no tienen un rol importante en la adhesión y formación de biofilm, la toxicidad 
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Figura 5.7. Formación de biofilm sobre células. Microscopía de fluorescencia. Imágenes representativas de tres
experimentos independientes realizados con la línea celular CFBE incubada durante los tiempo indicado con las
cepas B. bronchiseptica salvaje, ΔbrtA y ΔlapG.
  Capítulo 5 
133 
 
observada sobre las células de la línea CFBE podría conspirar contra el óptimo desarrollo 
del experimento y posterior análisis de los resultados. 
 
Conclusiones y discusión 
 Antes del comienzo del presente capítulo presentamos evidencia que confirmaba 
el rol del sistema de proteínas Lap (LapD, LapG y BrtA) en la formación de biofilm de B. 
bronchiseptica. En todos los experimentos realizados hasta el momento, la formación de 
biofilm fue analizada sobre superficies abiótica, inertes. Si bien esos resultados indicaban 
un claro rol de LapGBb y BrtA en los procesos de formación de biofilm tanto en superficies 
hidrofóbicas como en superficies hidrofílicas, restaba por indagar rol de estas proteínas 
en un contexto más cercano a su ambiente natural. Por ese motivo decidimos evaluar el 
comportamiento de cepas de B. bronchiseptica desarrolladas durante este trabajo en el 
contexto del modelo murino de colonización, en un nuevo modelo de transmisión y en 
ensayos de formación de biofilm sobre células. 
 Recientemente, el grupo de investigación de la Universidad de Osaka (Osaka, 
Japón) liderado por Yasuhiko Horiguchi, evaluó la capacidad de colonización y 
persistencia de un mutante brtA en un modelo animal de ratas Wistar260. Este grupo 
determinó que el número de UFC/mg de tráquea en ratas infectadas con la cepa B. 
bronchiseptica ΔbrtA no difería significativamente del número de UFC/mg recuperadas 
de ratas infectadas con la cepa salvaje en todo el rango de tiempo analizado (entre 3 y 
60 días)260. En este mismo sentido, nuestros propios resultados de experimentos de 
colonización con ratones BALB/c no mostraron una reducción significativa en la 
capacidad de colonización de la cepa ΔbrtA en comparación a la cepa salvaje usada 
como control. Si bien esos resultados no fueron capaces de demostrar un rol importante 
de BrtA durante el proceso de infección, resultados del grupo de Y. Horiguchi reportados 
previamente y confirmados en el mencionado trabajo, indican que BrtA se expresa 
durante la infección en ese modelo animal260,287. 
 Resulta fundamental destacar que en dos experimentos independientes 
encontramos diferencias estadísticamente significativas entre la cepa que sobre expresa 
lapG y su control y entre, la cepa ΔlapG y su respectivo control. Si bien estos resultados 
no brindan información acerca de cuál podría ser el rol de las proteínas Lap en el 
transcurso de la infección, sí constituyen una evidencia importante a favor de que 
despeñan algún rol en este proceso. 
 Durante el desarrollo de los experimentos de colonización con la cepa ΔlapG, 
llamó poderosamente nuestra atención la virulencia que esta cepa presentaba sobre 
algunos ratones infectados con ella. Incluso, uno de los ratones que presentaba mayores 
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signos de enfermedad también presentaba, en pulmón, un número de UFC/mL 
notablemente alto (5.108 frente a un promedio de 1.106 para ese tiempo). Un 
comportamiento similar a este fue destacado por J. Melvin al analizar ensayos de 
colonización con la cepa deficiente en la hemaglutinina filamentosa, ∆fhaB288. Los 
ensayos de infección con la cepa B. bronchiseptica ∆fhaB, al igual que los realizados en 
este trabajo con ΔlapG, muestran un comportamiento bimodal. En ensayos de 
colonización realizados con ratones de la línea C57BL/6 se observó que 3 días post-
inoculación, un grupo de ratones infectados con la cepa ∆fhaB presentaba una carga 
bacteriana de 107 UFC en pulmón mientras que otros animales presentaban 103 UFC288. 
Si bien hasta el momento no hay explicaciones para este comportamiento los signos de 
enfermedad desarrollados por estos ratones permitirían especular que la deleción de 
lapG, podría inducir una respuesta inmunológica exagerada debido a la presencia 
anormal de algún factor, muy probablemente BrtA. Hacen falta experimentos adicionales 
para poder asegurar este especulación, pero es un línea de trabajo sobre la cual podría 
avanzar este proyecto de investigación. Para avanzar en esa línea sería importante 
comenzar por analizar el perfil de respuesta inmunológica que presentan las cepas 
ΔlapG, ΔbrtA en comparación a la cepa salvaje. 
 Utilizando un modelo murino alternativo analizamos el rol de BrtA en otra etapa 
del ciclo infectivo de B. bronchiseptica. El recientemente desarrollado modelo murino de 
transmisión, nos permitió analizar el rol de BrtA durante esta parte del proceso285. Esta 
etapa del ciclo infectivo de Bordetella ha sido una de las etapas más difíciles de abordar 
debido a la falta de modelos adecuados para su estudio. El grupo de Eric Harvill ha 
demostrado que el receptor de la inmunidad innata TLR4 (Toll-like receptor 4) está 
involucrado en el control de las infecciones de B. bronchiseptica limitando su capacidad 
de transmisión desde huéspedes infectados a individuos sanos. Ratones deficientes en 
el receptor TLR4 presentan una mayor tendencia a la transmisión de la infección, evento 
que es raramente observado entre ratones salvajes o deficientes en otros componentes 
del sistema inmune. Utilizando este modelo murino evaluamos la capacidad de la cepa 
ΔbrtA de trasmitirse ente hospedadores. Si bien no encontramos diferencias 
estadísticamente significativas entre el número de bacterias recuperadas entre ratones 
contagiados con la cepa salvaje y la cepa ΔbrtA, resulta interesante destacar el hecho de 
que uno de los ratones que estuvo en contacto con otro ratón infectado con la cepa ΔbrtA 
no fue contagiado. Resultados similares a éste fueron encontrados por el grupo de Eric 
Harvill al evaluar un panel de 13 mutantes utilizando este modelo de transmisión. En el 
mencionado trabajo determinaron que una cepa que presenta la deleción del locus 
involucrado en la síntesis del exopolisacárido de B. bronchiseptica (EPS) es incapaz de 
transmitirse en este modelo experimental235. Pero además, encontraron que las cepas 
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ΔfhaB, ΔfimBCD (fimbria), ΔbscN (sistema de secreción tipo III), ΔlpxO (LPS), y Δeps 
(EPS) si bien pueden transmitirse no lo hacen de la misma manera que la cepa salvaje235. 
La cepa ΔbrtA, que en nuestras manos también presentó un leve defecto de transmisión, 
podría demostrar que BrtA podría ser parte de este grupo de factores que si bien 
participan del proceso de transmisión no son imprescindibles. 
 Durante el desarrollo de este capítulo también presentamos los experimentos de 
formación de biofilm sobre una superficie biótica. B. bronchiseptica ha sido aislada de 
pacientes con fibrosis quística206,289. Por ese motivo consideramos significativa la 
utilización de una línea celular derivada de un paciente fibroquístico ya que presentaría 
un ambiente similar a lo que B. bronchiseptica podría encontrarse naturalmente. En ese 
grupo de experimentos vimos claramente cómo la formación de biofilm de B. 
bronchiseptica aumentaba en función del tiempo (Figura 5.6). Sin embargo, también 
encontramos signos de daño sobre la monocapa celular. Estos daños podrían estar 
causados por el sistema de secreción tipo III el cual ya ha sido reportado que genera 
efectos citotóxicos sobre cultivos celulares290. Al igual que otros patógenos Gram 
negativos, Bordetella spp. utiliza el sistema de secreción tipo III para translocar proteínas 
efectores hacia el citoplasma de células eucariotas. Estos efectores interfieren en los 
mecanismos de señalización normales induciendo cambios fisiológicos o incluso la 
muerte celular291. Si bien en los tiempos analizados no vimos diferencias significativas 
entre las cepas ΔbrtA, ΔlapG y la cepa salvaje usada como control, sería fundamental 
desarrollar un experimento alternativo para evitar la elevada toxicidad observada sobre 
las células. En el trabajo presentado recientemente por el grupo de Yasuhiko Horiguchi 
para el desarrollo de experimentos de adhesión a células eucariotas utilizaron una cepa 
de B bronchiseptica deficiente en el sistema de secreción tipo III. Este diseño 
experimental fue propuesto a fin de evitar la toxicidad observada sobre las células y poder 
analizar el efecto de otras mutaciones sobre la formación de biofilm. Esta podría ser un 
alternativa a desarrollar en el futuro para analizar la contribución de LapG y BrtA en el 
proceso de formación de biofilm sobre la monocapa de células de la línea CFBE. 
Concretamente, para el desarrollo de nuevos experimentos de formación de biofilm sobre 
monocapa celular podrían rehacerse los mutantes delecionales ∆lapG y ∆brtA sobre la 
cepa B bronchiseptica ∆bscN la cual presenta niveles de citotoxicidad menores a los de 
la cepa salvaje290. 
 En conclusión, presentamos evidencia de que el sistema Lap podría tener un rol 
durante el proceso de infección en ratones. Evidentemente el rol que cumple estas 
proteínas durante el desarrollo de la infección no es decisivo para el avance de la misma 
ya que la cepa ΔbrtA aún es capaz de infectar. Sin embargo, es importante avanzar en 
la comprensión que estas proteínas tienen sobre el desarrollo de la infección. 
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Introducción 
 En un trabajo publicado en el año 2017, el equipo de investigación liderado por 
Erik Hewlett de la Universidad de Virginia (Estados Unidos) demostró que la 
seroalbúmina bovina (BSA) y el catión calcio generan un efecto sinérgico en Bordetella 
que induce un incremento en los niveles de secreción de la toxina adenilato ciclasa 
(AC)292. Los niveles de BSA y Ca+2 analizados en ese trabajo corresponden a 
concentraciones encontradas en las secreciones de las vías respiratorias292. La 
interacción de AC con FHA inhibe la formación de biofilm en Bordetella spp229. Por lo 
tanto, es esperable que el BSA y Ca+2 tengan efectos sobre la formación de biofilm. 
 En el presente capítulo presentaremos ensayos realizados con el objetivo de 
determinar si la presencia de BSA y Ca+2 en el medio de cultivo regula la formación de 
biofilm de B. bronchiseptica. Además, evaluaremos los efectos de BSA y Ca+2 sobre la 
secreción de BrtA, adhesina que comparte con AC algunas propiedades estructurales.  
 
BSA y Ca+2 modulan la formación de biofilm en B. bronchiseptica 
 Hasta el momento no existen reportes acerca del efecto que BSA y Ca+2, en los 
niveles reportados por Gonyar et al.292, podrían tener sobre la formación de biofilm de 
Bordetella spp. Con el objetivo de analizar el efecto de estos compuestos sobre la 
formación de biofilm en B. bronchiseptica realizamos ensayos de cultivo en microplacas 
en medio de cultivo SS y en SS suplementado con BSA y Ca+2. Estos ensayos fueron 
realizados en 0 mM y en 2,0 mM de ácido nicotínico. 
 La Figura 6.1 muestra los resultados de estos ensayos. El análisis directo de las 
fosas teñidas con cristal violeta muestra que la presencia de BSA y Ca+2 inhibió por 
completo la formación de biofilm en 0 mM de ácido nicotínico. El análisis cuantitativo de 
esta condición muestra una reducción del 85% en los valores de absorbancia a 595 nm. 
Si comparamos estos valores con los valores de absorbancia obtenidos para las fosas 
control sin inocular vemos que no presentan diferencias. Esto podría indicar que en 
presencia de BSA y Ca+2 ni siquiera hay bacterias adheridas a la superficie de las fosas, 
lo cual sugiere que BSA y Ca+2 podrían estar inhibiendo alguna etapa inicial del proceso 
de formación de biofilm. 
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En 2,0 mM de ácido nicotínico, BSA y Ca+2 generaron un cambio en las 
características macroscópicas del biofilm formado. En las fosas con cultivos en SS la 
formación de biofilm se aprecia como una banda de coloración intensa en la región de la 
interfase entre el aire y la suspensión bacteriana. Por debajo de esta zona se observa 
una región de menor intensidad de color. 
Esta región se hace cada vez menos intensa a medida que aumenta la distancia 
a la interfase hasta prácticamente desaparecer hacia el fondo de la fosa. En las fosas 
suplementadas con BSA y Ca+2, por el contrario, sólo se observa la formación de biofilm 
en la interfase ente el aire y la suspensión bacteriana. Aunque resulta difícil estimarlo 
mediante esta técnica, la intensidad del color en esta región pareciera ser mayor en las 
fosas suplementadas con BSA y Ca+2 en comparación a las fosas cultivadas con SS 
tradicional. Asimismo, no se observa la presencia de tinción por debajo de la línea de la 
interfase. El análisis cuantitativo de esta condición muestra que los valores de 
absorbancia a 595 nm presentan una reducción del 40% en las fosas suplementadas con 
BSA y Ca+2. Estos resultados sugieren que, en presencia de 2,0 mM de ácido nicotínico, 
la adhesión de las bacterias a la superficie estaría favorecida en la interfase respecto de 
la zona sumergida. Las propiedades macroscópicas del biofilm formado en esta condición 
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Figura 6.1. Ensayo de formación de biofilm en microplacas. La cepa B. bronchiseptica salvaje fue cultivada en medio de cultivo SS y
en SS suplementado con BSA (2,0 mg/mL), CaCl2 (2,0 mM) y ácido nicotínico (2,0 mM). El gráfico representa el promedio y la
desviación estándar de 3 réplicas biológicas (con 4 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadísticamente significativas
están indicadas con * (p<0,05) y ** (p<0,01). A modo de control se muestran los valores obtenido para fosas que fueron inoculadas
con medio de cultivo sin bacterias y luego procesadas igual que el resto de las fosas. Las imágenes de la parte superior son
representativas de los resultados obtenidos tras la tinción de las fosas con solución de cristal violeta 0,1%.
0 2,0 mM
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son similares a las características que presentan los biofilms reportados en otras 
especies como P. fluorescens en donde, en este sistema de cultivo, la formación es bien 
definida en la interfase y prácticamente nula por debajo de ésta293. 
 La ausencia absoluta de biofilm cuando la bacteria es cultivada en el medio SS 
sin modificaciones nos llevó a considerar inicialmente la posibilidad de que el efecto de 
BSA y Ca+2 fuera inespecífico y particularmente de naturaleza fisicoquímica. Sin 
embargo, el comportamiento diferencial entre las condiciones 0 mM y 2,0 mM de ácido 
nicotínico sugiere que debe haber un mecanismo fisiológicamente relevante que podría 
ser importante para la regulación de la formación de biofilm mediada por BSA y Ca+2. 
 
Análisis de la formación de biofilm sobre otras superficies 
 En el Capítulo 3 analizamos los efectos de la deleción de brtA sobre la formación 
de biofilm en plástico y en vidrio. A través de los experimentos presentados en esa 
sección demostramos que las propiedades de la superficie constituyen una variable 
experimental que debe ser considerada a la hora de analizar el fenotipo de biofilm. Los 
experimentos de formación de biofilm sobre vidrio presentados en ese capítulo fueron 
realizados en tubos de ensayo. En este capítulo presentaremos ensayos de formación 
de biofilm utilizando un diseño experimental alternativo, diseñado y puesto a punto 
durante el transcurso de este trabajo de tesis. 
En este caso utilizamos un diseño experimental derivado del protocolo usado para 
las observaciones al microscopio electrónico de barrido (SEM). Brevemente, recordemos 
que para el desarrollo de esos experimentos los cultivos son realizados en tubos de 
microcentrífuga de 1,5 mL de polipropileno (plástico). En estos cultivos se sumergen 
cubreobjetos cortados manualmente manera tal de quedar semi sumergidos en la 
suspensión bacteriana. Los pasos finales del protocolo de preparación de las muestras 
para SEM consisten en una etapa de deshidratación, secado por punto crítico y 
metalizado (ver detalles en el Capítulo 9; Materiales y Métodos). Para la observación 
directa de la formación de biofilm sobre vidrio remplazamos estas etapas por una 
incubación de la muestra en solución de cristal violeta 0,1% p/v. De esta manera las 
técnicas de observación de biofilm por SEM y por observación directa sólo se diferencian 
en la etapa final. Los tubos de microcentrífuga donde se realiza el cultivo con el vidrio 
semi sumergido también pueden ser procesados de la misma manera y así evaluar 
simultáneamente la formación de biofilm en dos superficies diferentes utilizando la misma 
suspensión bacteriana. 
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 La Figura 6.2 muestra un resultado típico obtenido para un ensayo de formación 
de biofilm realizado con la cepa B. bronchiseptica salvaje según el protocolo descripto en 
el párrafo anterior. 
 
 
 
Al analizar el cubreobjeto sobre el cual se produjo la formación de biofilm de la 
cepa salvaje lo que puede verse es una coloración intensa en la región del vidrio donde 
se encontraba la interfase entre la suspensión bacteriana y el aire. Por debajo de esta 
línea se observa una zona de intensidad menor y finalmente una zona de baja coloración 
desde ese punto hasta el extremo inferior del vidrio. Cada una de estas regiones fue 
analizada utilizando microscopía óptica. 
 La observación de la región superior, utilizando aumentos de 400X y 1000X, 
muestra aglomeraciones típicas de estructuras del tipo de biofilm. Mediante esta 
estrategia no es posible observar bacterias aisladas ni los detalles de esas estructuras. 
Esta es la región que analizamos mediante SEM en los experimentos presentados 
previamente en el Capítulo 3 y el Capítulo 4. 
 La inspección de la región inmediatamente inferior muestra una zona de bacterias 
adheridas a la superficie, pero no se observan grandes agregados. Resulta difícil 
mediante microscopía óptica determinar si se trata de bacterias aisladas o pequeños 
agregados de unas pocas bacterias. 
Biofilm B. Bronchiseptica salvaje
1000X
1000X
1000X
400X
Vidrio
Plástico
Figura 6.2. Resultados representativos de los experimentos de formación de biofilm sobre vidrio y plástico (tubos de
microcentrífuga de polipropileno) teñidos con solución de cristal violeta 0,1% p/v a fin de realizar la observación
directa del biofilm formado. Para lograr un análisis con mayor nivel de detalle el biofilm formado sobre la superficie de
vidrio fue observado mediante microscopía óptica.
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 En la región del vidrio que queda entre la zona descripta previamente y el límite 
inferior también se observa, a simple vista, una coloración azul. Sin embargo, la 
inspección microscópica de esta región no muestra la presencia de bacterias adheridas 
a la superficie. Es importante tener presente que, durante la etapa de tinción, el vidrio es 
sumergido por completo en la solución de cristal violeta. De manera tal que la región por 
encima de la interfase queda sumergida igual que la región por debajo. Es decir que la 
leve coloración de la región inferior del vidrio podría deberse a algún componente del 
medio de cultivo que se adhiere a la superficie de vidrio, pero no puede ser visualizado 
mediante microscopía óptica. 
 No existen, reportes acerca de las característica ni las causas que llevan a B. 
bronchiseptica a desarrollar biofilms estructurados de esta manera. Es probable que la 
limitación en oxígeno que se produce por debajo de la interfase en cultivos estáticos sea 
una de las causas que conlleva a una reducción en la formación de biofilm desde la 
interfase hacia las zonas más sumergidas del vidrio. 
 En la imagen 6.2 también se muestra el resultado obtenido al teñir con solución 
de cristal violeta el tubo de microcentrífuga donde se realizó el cultivo. En primer lugar, 
se aprecia claramente que la suspensión bacteriana se adhiere a la superficie de manera 
diferente a como lo hace en sobre la superficie de vidrio. En el tubo de plástico no es 
posible distinguir las 3 regiones que destacamos al analizar la formación de biofilm en 
vidrio. La tinción de la superficie es homogénea desde la zona de la interfase hasta el 
fondo el tubo y si bien se aprecia la formación de un anillo, no se distingue una región 
más intensa en la interfase aire-líquido. 
 Este ensayo demuestra que las propiedades de la superficie definen las 
características del biofilm que se desarrolla sobre ella. La superficie plástica 
(polipropileno) del tubo de microcentrífuga y la superficie de vidrio (silicato) están 
expuestas a la misma suspensión bacteriana y sin embargo las características de los 
biofilms formados sobre ellas son de aspecto diferente. 
 Considerando el análisis presentado en los párrafos anteriores realizamos 
ensayos de formación de biofilm sobre vidrios semi sumergidos en condiciones 
modulantes de ácido nicotínico en presencia o no de BSA y Ca+2. 
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 En la Figura 6.3 y 6.4 se observan los 
resultados de los ensayos de formación de 
biofilm realizados utilizando el protocolo 
descripto en los párrafos anteriores. Estos 
ensayos fueron analizados mediante la 
observación directa de los biofilms teñidos 
con solución de cristal violeta (Figura 6.3) y 
mediante microscopía electrónica de barrido 
(Figura 6.4). 
 Como describimos previamente en el 
vidrio incubado en medio SS se observa una 
coloración violeta intensa en la región 
correspondiente a la interfase aire-líquido y una reducción paulatina de la intensidad 
desde esta región hasta el borde inferior del vidrio (Figura 6.3). El agregado de BSA y 
Ca+2 modifica las características macroscópicas del biofilm formado. Analizando la 
superficie de vidrio puede verse una coloración muy intensa sobre la interfase (Figura 
6.3). También se aprecia una región, inmediatamente por debajo de la interfase, en donde 
la intensidad de la coloración es menor. Por debajo de esta zona y hasta el borde inferior 
del vidrio se observa una coloración mucho más tenue en comparación a la misma zona 
del vidrio sumergido en SS sin agregado de BSA y Ca+2 (Figura 6.3). 
 Analizando los tubo de plástico se observan diferencias importantes entre los 
tubos que contenían SS y los tubos con SS suplementado con BSA y Ca+2. La tinción de 
los tubos que contenían cultivos en SS muestra una coloración homogénea desde la 
superficie hasta el fondo del tubo, tal como describimos algunos párrafos más arriba. En 
presencia de BSA y Ca+2 sólo se observa una leve coloración en la interfase aire-líquido 
que luego desaparece rápidamente hasta el fondo del tubo. 
A diferencia de lo que sucede en cultivos en condiciones Bvg+ (0 mM de ácido 
nicotínico) donde el agregado de BSA y Ca+2 inhibe la formación de biofilm (Figura 6.1), 
mediante esta estrategia no podemos asegurar si BSA y Ca+2 aumenta o disminuye la 
formación de biofilm en condiciones de cultivo con 2,0 mM de ácido nicotínico. Con el 
objetivo de obtener información a nivel microscópico, utilizamos microscopía electrónica 
de barrido (SEM) para analizar el efecto de BSA y Ca+2 sobre la formación de biofilm en 
esta condición. La Figura 6.4 muestra que el biofilm formado por la cepa B. bronchiseptica 
salvaje en SS suplementado con 2,0 mM de ácido nicotínico presenta grandes 
aglomerados de bacterias con un importante desarrollo en altura. Por el contrario, la 
presencia de BSA y Ca+2 induce una disminución en el tamaño de los agregados, así 
como también una reducción en la altura de los mismos. También se observa la presencia 
SS 2,0 mM AN SS 2,0 mM AN
+ BSA + Ca+2
B. bronchiseptica salvaje
vidrio plástico
Figura 6.3. Ensayo de formación de biofilm con la cepa B.
bronchiseptica salvaje sobre vidrios semisumergidos en
suspensiones incubadas en tubos de microcentrífuga
(polipropileno) de 1,5 mL. Los cultivos fueron realizados
en condiciones de cultivo modulantes (2,0 mM de ácido
nicotínico) con y sin BSA (2,0 mg/mL) y CaCl2 (2,0 mM).
vidrio plástico
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de matriz extracelular, que no había sido apreciada en ninguno de los experimentos de 
microscopía realizados previamente. 
En base a estas observaciones confirmamos que la presencia de BSA y Ca+2 en 
el medio de cultivo también reduce la formación de biofilm en condiciones de 2,0 mM de 
ácido nicotínico. 
 
 
 
Análisis del rol de BrtA en la regulación de la formación de biofilm 
mediada por BSA y Ca+2 
 Los resultados de la sección anterior demuestran que, en condiciones modulantes 
(2,0 mM de ácido nicotínico), la presencia de BSA y Ca+2 en el medio de cultivo genera 
una disminución de la formación de biofilm en B. bronchiseptica. Previamente hemos 
demostrado que BrtA es una adhesina involucrada en la formación de biofilm y el efecto 
de la deleción de brtA se hace especialmente evidente en cultivos realizados en esas 
mismas condiciones de ácido nicotínico (Capítulo 3). Estas observaciones sugieren la 
posibilidad de que el efecto de BSA y Ca+2 este mediado por la adhesina BrtA. 
Recordemos que la localización en membrana de BrtA está controlada por la proteasa 
LapG. Por lo tanto, si BSA y Ca+2 reducen la cantidad de BrtA a través de un mecanismo 
mediado por LapG, la cepa ∆lapG debería ser insensible al agregado de BSA y Ca+2. 
 Para comenzar a analizar esta hipótesis realizamos ensayos de formación de 
biofilm en microplacas en medio de cultivo SS y en medio SS suplementado con BSA y 
Ca+2. Para este experimento realizamos cultivos en condiciones Bvg+ y en condiciones 
SS 2,0 mM AN SS 2,0 mM AN
BSA + Ca+2
B. bronchiseptica salvaje
Figura 6.4. Análisis de la formación de biofilm mediante microscopía electrónica de
barrido. Se muestran imágenes representativas de biofilms de la cepa B. bronchiseptica
salvaje formados sobre vidrio. Los cultivos fueron realizados en condiciones de cultivo
modulantes (2,0 mM de ácido nicotínico) con y sin BSA (2 mg/mL) y CaCl2 (2,0 mM)
durante 24 horas sin agitación.
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modulantes (2,0 mM de ácido nicotínico). A modo de control también incluimos la cepa 
∆brtA. 
 
 
 
La Figura 6.5 muestra los efectos del agregado de BSA y Ca+2 al medio de cultivo 
sobre la formación de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje ΔlapG y ΔbrtA. 
En primer lugar, vemos nuevamente que, en condiciones de cultivo Bvg+ (0 mM 
ácido nicotínico), la adición de BSA y Ca+2 al medio de cultivo inhibe por completo la 
formación de biofilm de la cepa salvaje. En estas condiciones la deleción de brtA no 
genera ninguna diferencia respecto de la cepa salvaje. Tanto en las fosas 
correspondientes a la cepa salvaje como en las de la cepa ΔbrtA no se evidencian signos 
de adhesión o formación de biofilm. Por el contrario, en las fosas de cultivo 
correspondientes a la cepa ΔlapG vemos la presencia de una línea suave en la región 
que se encuentra en la interfase entre el aire y la suspensión bacteriana. La cuantificación 
de estas fosas muestra que deleción de lapG genera un incremento significativo en los 
valores de absorbancia a 595 nm respecto de las fosas correspondientes a la cepa 
salvaje (p˂0.05). 
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Figura 6.5. Análisis de la formación de biofilm en microplaca de las cepas B. bronchiseptica salvaje, ∆lapG y ∆brtA .
Estos experimentos fueron realizados en condiciones de ácido nicotínico modulantes (2,0 mM) y no modulantes ( 0
mM) y en presencia o no de BSA (2,0 mg/mL) y CaCl2 (2,0 mM). El gráfico representa el promedio y la desviación
estándar de 3 réplicas biológicas (con 4 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadísticamente
significativas están indicadas con * (p<0,05) y ** (p<0,01) respecto a la cepa salvaje en la misma condición de cultivo.
*
*
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 Como puede verse en la Figura 6.5, en condiciones de cultivo modulantes (2,0 
mM de ácido nicotínico), tanto la cepa B. bronchiseptica salvaje como las cepas ∆lapG y 
∆brtA son capaces de formar biofilm tanto en el medio SS como en el medio SS 
suplementado con BSA y Ca+2. Si comparamos las características macroscópicas de los 
biofilms formados por las tres cepas en presencia de BSA y Ca+2 encontramos algunas 
diferencias interesantes. En la cepa salvaje, tal como describimos antes, la formación de 
biofilm se concentra en la interfase y no presenta una región de baja intensidad de color 
por debajo de esta zona. A su vez, en la cepa ΔbrtA se observa que la intensidad del 
color en la interfase es menor que para la cepa salvaje. Por el contrario, la cepa ΔlapG 
presenta en la interfase una intensidad mucho mayor que la de la cepa salvaje. Asimismo, 
por debajo de esta región se distingue una zona de menor intensidad que no encontramos 
en las otras cepas. 
 Al comparar los valores de absorbancia a 595 nm de las tres cepas en presencia 
de BSA y Ca+2 vemos que las diferencias encontradas entre las cepas mutantes y la cepa 
salvaje son mayores que las diferencias en el medio SS tradicional. En estas condiciones, 
la deleción de lapG induce un aumento de ~375% en la capacidad de formación de biofilm 
de B. bronchiseptica respecto de la cepa salvaje (p˂0.01). El fenotipo de la cepa ΔbrtA 
también se ve acentuado por la presencia de BSA y Ca+2 en el medio de cultivo. Tal como 
describimos en el Capítulo 3, la deleción de brtA genera una reducción del ~15% en la 
formación de biofilm en el medio SS tradicional (Figura 6.5 y Figura 3.2). Sin embargo, 
en el medio de cultivo suplementado con BSA y Ca+2 esa reducción se acentúa y en estas 
condiciones la capacidad de formación de biofilm de la cepa ΔbrtA sólo representa el 
~50% de la capacidad de la cepa salvaje. 
 
Efecto de BSA y Ca+2 sobre la formación de biofilm en vidrio o en 
plástico 
 Para complementar los resultados presentados en la sección anterior, analizamos 
la formación de biofilm en vidrios semi sumergidos y en los tubos de plástico de 
polipropileno donde se realizan estos cultivos. Para el desarrollo de estos experimentos 
utilizamos condiciones de cultivo modulantes (2,0 mM de ácido nicotínico) y evaluamos 
el efecto de la adición de BSA y Ca+2. 
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 En la Figura 6.6 se muestran imágenes representativas de los resultados de 
formación de biofilm sobre superficies de vidrio y de plástico en 2,0 mM de ácido 
nicotínico con y sin suplemento de BSA y Ca+2. 
 Analizando los vidrios incubados en medio SS tradicional vemos las mismas 
diferencias que habíamos destacado previamente en los ensayos de formación de biofilm 
en microplaca. Puede observarse que en estas condiciones la cepa ΔlapG presenta una 
capacidad de formación de biofilm superior a la de la cepa salvaje mientras que lo 
contrario ocurre con la cepa ΔbrtA. Si bien estos resultados se aprecian con claridad 
sobre la superficie de vidrio, no se observan diferencias importantes sobre la superficie 
de plástico de los tubos de microcentrífuga incubados en la misma condición. 
 El análisis de los resultados obtenidos para los cultivos suplementados con BSA 
y Ca+2 muestra que la cepa ΔlapG, en comparación a la cepa salvaje, presenta una 
coloración más intensa en la interfase aire-líquido en la superficie de vidrio. A diferencia 
de los resultados observados en los experimentos de formación de biofilm en microplaca, 
ambas cepas presentan, por debajo de la zona de la interfase, una región de coloración 
menos intensa. Sin embargo, en la cepa ΔlapG esta región es más ancha que en la cepa 
salvaje. La cepa ΔbrtA, por el contrario, presenta una reducción en la formación de biofilm 
en comparación a la condición sin BSA y Ca+2. Llamativamente, la tinción con cristal 
violeta observada en la interfase parece superior en intensidad a la coloración que toma 
esta región en el medio sin BSA y Ca+2. Por debajo de esta región, no se observan signos 
de adhesión o formación de biofilm. Si analizamos los tubos de microcentrífuga donde 
fueron incubadas las suspensiones bacterianas, en esta condición vemos que las 
SS 2,0 mM
SS 2,0 mM
+ BSA + Ca+2
Vidrio Plástico
Figura 6.6. Análisis de la formación de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje ∆lapG
y ∆brtA en vidrio y plástico.
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diferencias en la capacidad de formación de biofilm de las cepas son más acentuadas en 
comparación a la superficie de vidrio. Esto demuestra nuevamente la importancia de 
considerar las características intrínsecas de las superficies como una variable adicional 
de los experimentos de formación de biofilm. En los tubos de microcentrífuga se observa 
una capacidad mayor de la cepa ΔlapG de formar biofilm sobre la interfase aire-liquido 
respecto de las otras cepas. En particular, en estas condiciones la cepa ΔbrtA se vio 
completamente impedida de desarrollar biofilm. 
 
Análisis de la formación de biofilm mediante microscopía 
electrónica de barrido (SEM) 
A fin de profundizar en los detalles microscópicos de los biofilms formados por las 
cepas usadas en el experimento de la sección anterior, realizamos un ensayo de SEM. 
Para este ensayo se realizaron cultivos de 24 horas en condiciones modulantes (2,0 mM 
de ácido nicotínico) en presencia o no de BSA y Ca+2. Las imágenes registradas 
corresponden a aumentos de 6.000X y 24.000X y fueron obtenidas de la región del vidrio 
que se encontraba en la interfase entre la suspensión bacteriana y el aire. 
 
 
 
 La Figura 6.7 muestra imágenes representativas del análisis por microscopía 
electrónica de barrido de las cepas B. bronchiseptica salvaje, ΔbrtA y ΔlapG. Estas 
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Figura 6.7. Análisis de la formación de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje, ∆lapG y ∆brtA mediante
microscopía electrónica de barrido (SEM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37º C sin agitación. Las
imágenes corresponden a un aumento de 6.000X de la región de la interfase entre el aire y la suspensión bacteriana
en vidrios semisumergidos.
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imágenes corresponden al aumento de 6.000X que permite obtener una visión general 
de la estructura de los biofilms formados. 
 Comenzando por la cepa salvaje, en el medio SS tradicional, podemos distinguir 
tres tipos de estructuras. En primer lugar, encontramos algunas bacterias que se hayan 
adheridas a la superficie pero que no están en contacto con ninguna otra bacteria. En 
esta condición de cultivo no se llega a cubrir la totalidad de la superficie y aún es posible 
encontrar regiones del vidrio que no han sido ocupadas por bacterias. En segundo lugar, 
se puede observar algunos agregados en forma de microcolonias de entre 5 y 20 
bacterias. Por último, se destacan estructuras con gran desarrollo en altura y un número 
de bacterias que, si bien no es posible contar mediante esta técnica, superan largamente 
las cientos de bacterias. Continuando con el análisis de esta condición, vemos que la 
cepa ΔlapG forma grandes agregados de bacterias que son más numerosos y de mayor 
altura en comparación a los formados por la cepa salvaje. Asimismo, a diferencia de la 
cepa salvaje, encontramos pocas bacterias aisladas. Es importante destacar que, tal 
como apreciamos en otros ensayos, en esta condición de cultivo no se distingue la 
presencia de matriz extracelular. En estas condiciones, la cepa ΔbrtA presenta sólo unas 
pocas bacterias adheridas a la superficie y no se observa contacto entre las bacterias. 
 Analizando las imágenes de la condición de cultivo correspondiente al medio SS 
suplementado con BSA y Ca+2, vemos nuevamente cambios considerables en las 
estructuras formadas. Al igual que describimos en el análisis de la Figura 6.4, el agregado 
de BSA y Ca+2 genera en la cepa salvaje la formación de estructuras de menor número 
de bacterias y menor desarrollo de altura en comparación a la condición de cultivo en SS 
tradicional. Nuevamente vemos que en esta condición no se observan estructuras que 
desarrollen una altura mayor a ~5 bacterias. Tampoco se distinguen bacterias aisladas y 
se observa una gran cantidad de canales entre los agregados. Estos canales representan 
regiones de la superficie no ocupados por bacterias. En esta condición sí se observa la 
presencia de matriz extracelular que conecta a todas las bacterias. El análisis de la cepa 
ΔlapG muestra una densidad de bacterias mucho mayor que la observada para la cepa 
salvaje. A diferencia de la cepa salvaje no es posible distinguir zonas de la superficie que 
no hayan sido ocupadas por bacterias. En esta cepa, la matriz extracelular parece ser tan 
abundante que cubre por completo la estructura del biofilm. Este biofilm no presenta la 
formación observada anteriormente de estructuras desarrolladas rodeadas por canales, 
sino que presenta una estructura desordenada. Llamativamente, en la región analizada 
(interfase aire-líquido) la cepa ∆brtA presentó un número mayor de bacterias en 
comparación a los cultivos en SS tradicional. Esto podría explicar la observación que 
realizamos anteriormente de que la intensidad de la tinción en la interfase parecía 
superior en el medio con BSA y Ca+2. 
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En la Figura 6.8 podemos observar imágenes tomadas con el aumento de 
24.000X, máximo aumento que es posible alcanzar con el microscopio electrónico 
utilizado. Este aumento no permite apreciar la estructura global de los biofilms formados, 
pero permite analizar el aporte individual de cada bacteria a la estructura general. 
Comparando las imágenes de la cepa salvaje con la cepa ΔlapG, en el medio de cultivo 
SS, no se observan diferencias a esta escala. Mediante este aumento confirmamos que 
en estas condiciones no se distingue la presencia de matriz extracelular. 
 La comparación a esta escala de los biofilms formados en medio SS 
suplementado con BSA y Ca+2 sí muestra diferencias entre las cepas B. bronchiseptica 
salvaje, ΔbrtA y ΔlapG. Se puede observar que la cepa salvaje forma una red de matriz 
extracelular que mantiene conectadas a todas las bacterias. A pesar de esto, casi no se 
observan bacterias pegadas entre sí. Estas dos observaciones representan claras 
diferencias entre el biofilm formado en el medio SS tradicional y el formado en el medio 
suplementado con BSA y Ca+2. En la cepa ΔlapG, no sólo se aprecia una gran cantidad 
de matriz extracelular, sino que todas las bacterias están en íntimo contacto con alguna 
otra bacteria. 
 Por último, realizamos un análisis de la región de los vidrios que se encontraba 
sumergida inmediatamente por debajo de la línea de la interfase. Para estudiar esta zona 
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Figura 6.8. Análisis de la formación de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje, ∆lapG y ∆brtA mediante
microscopía electrónica de barrido (SEM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37º C sin agitación. Las
imágenes corresponden a un aumento de 24.000X de la región de la interfase entre el aire y la suspensión
bacteriana en vidrios semisumergidos.
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se analizaron imágenes con un aumento de 1.600X y para poder alcanzar un mayor nivel 
de detalle realizamos un aumento digital de las imágenes obtenidas por microscopía. 
 
 
 
 En las imágenes de la Figura 6.9 puede verse que en esta región no hay un gran 
desarrollo de estructuras sino simplemente adhesión de bacterias a la superficie. 
 Al analizar las imágenes correspondientes a los cultivos realizados en medio SS, 
vemos que para la cepa B. bronchiseptica salvaje la mayoría de las bacterias se 
encuentran aisladas y existen espacios vacíos entre ellas (aproximadamente 400 
bacterias/mm2). Esporádicamente se encuentran cúmulos de unas pocas bacterias 
formando microcolonias de hasta ~10 bacterias. En estas mismas condiciones la cantidad 
de bacterias de la cepa ΔbrtA es notablemente menor (aproximadamente 280 
bacterias/mm2). En esta cepa también se observan bacterias aisladas, pero no fue posible 
encontrar ningún cúmulo de más de dos bacterias. La cepa ΔlapG, por el contrario, 
presenta una cantidad de bacterias por unidad de superficie mucho mayor que la cepa 
salvaje (>400 bacterias/mm2). En las imágenes ampliadas digitalmente puede apreciarse 
que no existen aéreas que no estén ocupadas por bacterias. Además, es frecuente 
encontrar cúmulos de bacterias en forma de microcolonias. 
 La adición de BSA y Ca+2 al medio de cultivo presenta efectos diferentes en la 
cepa ΔlapG comparada con la cepa salvaje y ΔbrtA. La cepa salvaje presenta una 
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Figura 6.9. Análisis de la adhesión de las cepas B. bronchiseptica salvaje ∆brtA y ∆lapG mediante microscopía
electrónica de barrido (SEM). Las imágenes corresponden a aumentos de 1.600X de cubreobjetos semisumergidos
en suspensiones bacterianas incubadas durante 24 horas a 37ºC. Las zonas aumentadas digitalmente se observan
como recuadros de menor tamaño en el extremo superior derecho de cada una de las imágenes de microscopía. La
barra blanca representa una longitud de 5 µm.
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capacidad de adhesión menor respecto de la condición de cultivo en SS (menos de 300 
bacterias/mm2). Lo mismo sucede con ΔbrtA (menos de 40 bacterias/mm2). En 
concordancia con las observaciones de la región de la interfase, la cepa ΔlapG aumenta 
su adhesión a la superficie como consecuencia del agregados de BSA y Ca+2. Si bien se 
observan algunas áreas vacías, las regiones donde hay acumulación de bacterias 
presentan una densidad bacteriana mayor que en la condición de SS. 
 Los resultados de los ensayos de microscopía electrónica de barrido refuerzan la 
hipótesis de BrtA como una adhesina involucrada en la formación de biofilm en B. 
bronchiseptica. En estas condiciones experimentales BrtA estaría involucrada en la 
adhesión a la superficie, así como también en la interacción entre células. 
 
BSA y Ca+2 inducen aumento en la secreción de BrtA  
Bumba et al. recientemente demostraron que el plegamiento del dominio RTX en 
la porción C-terminal de la adenilato ciclasa (AC) de B. pertussis y B. bronchiseptica 
constituye la fuerza impulsora para la secreción de esta proteína a través del conducto 
del sistema de secreción tipo I135. Las regiones de repeticiones presentes en el dominio 
RTX son capaces de unir Ca+2 y como consecuencia de esa unión se producen cambios 
conformacionales que son críticos para una secreción eficiente de la adenilato 
ciclasa135,294. BrtA también es una proteína RTX por lo que BSA y Ca+2 también podrían 
tener efectos sobre su mecanismo de secreción. Para evaluar esa posibilidad decidimos 
analizar el sobrenadante de cultivo en presencia de BSA y Ca+2 en búsqueda de BrtA. 
 El desarrollo de un método de detección específico es un paso fundamental para 
poder avanzar en la comprensión del rol de esta adhesina en la biología de B. 
bronchiseptica. Con este objetivo diseñamos un plan para introducir un epitope de 
hemaglutinina (HA) como fusión transcripcional en la secuencia de BrtA. Este epitope nos 
permitió localizar a la proteína BrtA utilizando anticuerpos monoclonales anti-HA. La 
marca de hemaglutinina (HA) fue introducida mediante doble recombinación homóloga 
después del residuo de valina 2291. De esta forma, la marca HA queda localizada en una 
región de BrtA que quedaría expuesta por fuera de la membrana plasmática y que es 
liberada al sobrenadante tras la acción de LapG. 
 Para evaluar los efectos de BSA y Ca+2 sobre la localización de BrtA realizamos 
cultivos de la cepa B. bronchiseptica con la marca de hemaglutinina como fusión 
transcripcional a BrtA (Bb-HA). Los cultivos fueron realizados en medio SS tradicional y 
en medio SS suplementado con BSA y Ca+2. Estas son las mismas condiciones de cultivo 
en las que Gonyar et al. demostraron que se estimula la secreción de adenilato ciclasa292. 
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 La Figura 6.10 muestra los resultados del análisis de las muestras de célula entera 
y sobrenadante de cultivo de B. bronchiseptica (Bb-HA) en SS y SS suplementado con 
BSA y Ca+2 realizado a través de Western blot. 
 En primer lugar, este ensayo nos permitió estimar el peso molecular de BrtA. Para 
esto, determinamos la movilidad electroforética de los patrones de peso molecular y 
realizamos un ajuste lineal de las variables Log (PM) y movilidad. A partir de la regresión 
lineal y la movilidad electroforética de la banda de la calle número uno determinamos que 
el peso molecular de BrtA-HA sería de 331,6 kDa. Considerando que el epitope de 
hemaglutinina incrementa el peso molecular de BrtA en solo 3,5 kDa, este valor estimado 
debería ser cercano a la masa molar de BrtA. Por lo tanto, considerando las limitaciones 
de este método podemos estimar que el peso molecular de BrtA es de aproximadamente 
330 kDa. 
 La presencia de bandas en las calles correspondientes a célula entera demuestra 
que en ambas condiciones de cultivo hay expresión de BrtA. La identificación de BrtA en 
muestras provenientes de cultivos realizados en condiciones Bvg+ confirma que en la 
cepa B. bronchiseptica 9.73H+, BrtA se expresa en fase virulenta. 
 La comparación de las bandas en las muestras de célula entera indica que habría 
un aumento en los niveles de expresión de BrtA en las bacterias cultivadas en el medio 
suplementado con BSA y Ca+2. Por otro lado, el análisis de las muestras de sobrenadante 
BSA+Ca+2 +- - +
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Figura 6.10. Análisis del efecto de BSA (2 mg/mL) y Ca+2 (2,0 mM) 
sobre la expresión y secreción de BrtA-HA. Las muestras de célula 
entera y sobrenadante de cultivo concentrado fueron obtenidas de 
cultivos de 16 horas de la cepa B. bronchiseptica salvaje en medio 
SS con y sin agregado de BSA y Ca. El revelado fue realizado con 
un anticuerpo anti-ratón fusionado a fosfatasa alcalina y revelado con 
placa fotográfica.
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indica que la presencia de BSA y Ca+2 induce un incremento en la secreción de BrtA. 
Estos resultados indicarían que BrtA incrementa su expresión y secreción en presencia 
de cantidades fisiológicas de BSA y Ca+2. 
 
Conclusiones y discusión 
 Los resultados presentados en este capítulo constituyen la primera descripción 
del efecto sinérgico de BSA y Ca+2 sobre la formación de biofilm y la secreción de BrtA 
en B. bronchiseptica. Las concentraciones de BSA (2,0 mg/mL) y de Ca+2 (2,0 mM) 
utilizadas corresponden a concentraciones fisiológicas encontradas en las secreciones 
de las vías respiratorias292. Recientemente Gonyar et al. demostraron que la presencia 
de BSA y Ca+2, en estas concentraciones, en el medio de cultivo de Bordetella, potencia 
la secreción de la toxina adenilato ciclasa (AC)292. 
La adenilato ciclasa, no sólo es una toxina con capacidad de interferir en los 
mecanismos de señalización de las células eucariotas194, sino que también modula la 
formación de biofilm. La interacción entre la adhesina FHA y AC resulta inhibitoria para 
las primeras etapas de la formación de biofilm229. Por este motivo es que decidimos 
evaluar el efecto de BSA y Ca+2 sobre la formación de biofilm. 
Para el análisis general de los resultados presentados en este capítulo, resulta 
importante distinguir que es necesario comparar el efecto de BSA y Ca+2 sobre la cepa 
salvaje y sobre mutantes en factores del sistema Lap. Pero también es interesante 
realizar, en forma independiente, el análisis de los efectos que tienen las deleciones de 
brtA y lapG en este medio de cultivo que lo hacen fisiológicamente relevante. 
Mediante ensayos de formación de biofilm en microplaca (Figura 6.1) y sobre 
superficie de vidrio y plástico (Figura 6.3) demostramos que la presencia de BSA y Ca+2 
inhibe por completo la formación de biofilm de B. bronchiseptica en condiciones de cultivo 
no modulantes (Bvg+). Los mecanismos moleculares que conducen a esta inhibición de 
la formación de biofilm es una línea de trabajo sobre la cual es importante seguir 
avanzando en el futuro cercano. Con el objetivo de determinar si la AC secretada al medio 
de cultivo constituye el factor que inhibe la formación de biofilm, sería importante 
caracterizar el comportamiento de la cepa ∆cyaA (mutante en AC). Si el efecto observado 
se debe sólo a la AC, es de esperar que, en esta cepa, la presencia de BSA y Ca+2 no 
inhiba la formación de biofilm. 
A diferencia de la cepa salvaje, en estas condiciones de cultivo, la cepa B. 
bronchiseptica ∆lapG sí fue capaz de formar biofilm (Figura 6.5). A partir de esta 
observación surge la pregunta de si esa capacidad de formación de biofilm es debido a 
la presencia de BrtA u otra adhesina que podría ser regulada por LapG. Como 
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mencionamos en el Capítulo 4, LapG podría regular también la localización de FhaL y 
FhaS. A fin de determinar si el biofilm observado en esas condiciones se debe a BrtA u 
a otro factor, sería importante evaluar el fenotipo de formación de biofilm de la cepa ∆lapG 
∆brtA. Si el doble mutante mantuviera la capacidad de formación de biofilm esto indicaría 
que LapG tendría otro sustrato además de BrtA. 
En este capítulo además evaluamos el efecto de la adición de BSA y Ca+2 en 
condiciones modulantes (2,0 mM). Debido a que la deleción de brtA y lapG es 
especialmente importante en esta condición de modulación, realizamos un análisis más 
profundo. El efecto de BSA y Ca+2 sobre la formación de biofilm en esta condición es 
distinto del efecto observado en condiciones no modulantes. La adición de BSA y Ca+2 
no inhibe la formación de biofilm de la cepa B. bronchiseptica salvaje, sino que la reduce 
(Figura 6.1). Los resultado iniciales obtenidos en cultivos en microplacas posteriormente 
fueron confirmados mediante la observación por microscopía electrónica de barrido 
(Figura 6.4). 
Con el objetivo de profundizar en la descripción del efecto de BSA y Ca+2 sobre la 
formación de biofilm y el rol de BrtA en este proceso, pusimos a punto una nueva 
estrategia de análisis de formación de biofilm. Adaptamos un protocolo para analizar en 
forma directa la formación de biofilm sobre vidrio mediante tinción con una solución de 
cristal violeta. En paralelo vimos que también era posible teñir los tubos de plástico en 
donde hacíamos los cultivos y de esta manera obtener resultados de formación de biofilm 
sobre dos superficies diferentes utilizando la misma suspensión bacteriana. Este nuevo 
diseño experimental nos permitió poner de manifiesto el efecto que las propiedades de la 
superficie ejercen sobre la formación de biofilm. El análisis de estos resultados nos 
condujo a la observación de que en presencia de BSA y Ca+2 y sobre la superficie de 
plástico de polipropileno de los tubos de microcentrífuga es la condición de cultivo en 
donde el efecto de las deleciones de brtA y lapG se hace más notorio. Este resultado 
sugiere que BrtA podría aumentar la hidrofobicidad de la superficie bacteriana y por ese 
motivo vemos mejor el efecto en este tipo de superficie. A fin de comprender mejor el rol 
de BrtA en la formación de biofilm sería importante avanzar en la caracterización de las 
propiedades de superficie de B. bronchiseptica y la contribución de la adhesina BrtA. La 
proteína LapF de P. putida es una adhesina involucrada en las interacciones célula-célula 
y es fundamental para las etapas de maduración del biofilm69. Esta adhesina aumenta la 
hidrofobicidad de la superficie celular favoreciendo las interacciones que mantienen 
unidas entre sí a las bacterias295. Aprovechando las claras diferencias encontradas entre 
la cepa salvaje, ∆brtA y ∆lapG, esta condición de cultivo puede ser usada en 
experimentos futuros para profundizar en los mecanismos de regulación de las proteínas 
Lap en B. bronchiseptica. 
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De acuerdo los resultados de microscopía electrónica de barrido mostrados en las 
Figuras 6.7, 6.8 y 6.9 BrtA podría contribuir a las interacciones célula-célula de forma 
semejante a como LapF lo hace en P. putida. Asimismo, estos experimentos demuestran 
que BrtA también estaría involucrada en la interacción con la superficie. Estos resultados 
se corresponden con resultados mostrados en capítulos anteriores (Capítulo 3, Figura 
3.2). BrtA, al igual que LapA de P. fluorescens, estaría además involucrada en la adhesión 
a la superficie261. Está hipótesis también fue avalada por el reciente trabajo publicado de 
Nishikawa et al. en el cual postulan a BrtA como una adhesina involucrada en la 
interacción a la superficie260. En conjunto, estos resultados indicarían que en B. 
bronchiseptica, BrtA estaría involucrada tanto en la interacción inicial de la bacteria a la 
superficie como en etapas posteriores de la formación de biofilm en la interacción entre 
células. 
 Las cepas ∆lapG y ∆brtA ya fueron caracterizadas mediante experimentos 
presentados en los capítulos anteriores. Nuestros propios resultados demuestran que en 
2,0 mM de ácido nicotínico ∆lapG presenta una capacidad de formación de biofilm 
superior a la de la cepa salvaje. Contrariamente, la cepa ∆brtA, en esas condiciones de 
ácido nicotínico tiene menor capacidad de formación de biofilm en comparación a la cepa 
salvaje. La adición de BSA y Ca+2 al medio de cultivo potenció significativamente los 
efectos de las mutaciones lapG y brtA. La cepa ∆lapG presentó una capacidad de 
formación de biofilm ~375% superior a la de la cepa salvaje. Esta observación indicaría 
que en presencia de BSA y Ca+2 las proteínas Lap de B. bronchiseptica tendrían un rol 
particularmente importante. 
 La adición de BSA y Ca+2 también indujo la aparición de matriz extracelular en los 
biofilms de las cepas salvaje y ∆lapG. Esto sugiere que BSA y Ca+2 también estimularía 
la síntesis de componentes de la matriz extracelular. Hasta el momento, no hay reportes 
de que BSA o Ca+2 induzcan un aumento en la producción de matriz extracelular en otras 
bacterias. Dado que las concentraciones usadas se correlacionan con los niveles de BSA 
y Ca+2 presentes en las vías respiratorias, el avance en esta línea de investigación podría 
ser sumamente importante para la comprensión de los mecanismos que dirigen la 
formación de biofilm in vivo durante el desarrollo de infecciones. 
 Por último, evaluamos el efecto de BSA y Ca+2 sobre la secreción de BrtA. BrtA, 
al igual que AC pertenece a la familia de las proteínas RTX. Ambas proteínas son 
secretadas través de un sistema de secreción tipo I135,260. Bumba et al. demostraron que 
el plegamiento del dominio RTX inducido por Ca+2 resulta la fuerza impulsora para la 
secreción de AC. Posteriormente Gonyar et al. demostraron que BSA, en presencia de 
Ca+2 potencia significativamente la secreción de AC. Considerando estos datos 
decidimos evaluar si la presencia de BSA y Ca+2 también influía en la secreción de BrtA. 
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Como resultado de estos experimentos encontramos que la presencia de BSA y Ca+2 
estimulan la secreción y probablemente la expresión de BrtA. Esto podría explicar que en 
condiciones modulantes la presencia de BSA y Ca+2 indujo un aumento de ~375% en la 
capacidad de formación de biofilm de la cepa lapG en comparación a la cepa salvaje. 
 Mediante los ensayos de Western blot, presentamos una nueva evidencia de que 
en la cepa 9.73H+ BrtA se expresa en fase Bvg+. Esto, sumado a los resultados de 
identificación por huella peptídica (Capítulo 3, Figura 3.3) y los resultados de RT-PCR 
indicarían que BrtA a diferencia de lo postulado por Nishikawa et al. se expresa en Bvg+. 
Estos ensayos nos permitieron estimar el tamaño de BrtA y confirmar, tal como creíamos, 
que los resultados de secuenciación del genoma que habíamos obtenido antes eran 
incorrectos. Según nuestras estimaciones BrtA de la cepa 9.73H+ tendría un peso 
molecular aproximado de 330 kDa. En base a este dato y considerando que la masa de 
cada repetición CADG-IDR1-VCBS-IDR2 sería de 22 kDa, la adhesina BrtA de la cepa 
9.73H+ podría tener 7 repeticiones en la zona media de su secuencia. 
 Los resultados de Gonyar et al. así como los presentados a lo largo de este 
capítulo demuestran que B. bronchiseptica presenta una respuesta postranscripcional a 
la presencia de BSA y Ca+2. A mediados de 2018, Gestal et al. presentaron un trabajo 
donde evaluaban los cambios en el perfil de expresión génica de B. bronchiseptica en 
presencia de suero o sangre. Los resultados informados demuestran que B. 
bronchiseptica es capaz de sensar y responder con cambios transcripcionales a 
compuestos presentes en sangre y suero296. Esto sugiere que los resultados presentados 
en este capítulo podrían ser parte de un mecanismo de respuesta transcripcional y 
postranscripcional disparada durante la etapa de vida de B. bronchiseptica dentro de sus 
huéspedes. 
Este capítulo constituye el principio de una área de estudio muy interesante en la 
fisiología de B. bronchiseptica. El rol de BSA y Ca+2 y los mecanismos moleculares que 
gobiernan la respuesta a estos elementos podrían conducir a la comprensión de procesos 
importantes entre la interacción de B. bronchiseptica y sus hospedadores. A lo largo de 
este capítulo hemos presentado información importante que sentará las bases para los 
estudios finales de este trabajo de tesis y futuros proyectos dentro del laboratorio. 
 
  
 
Capítulo 7 
Regulación de la formación de biofilm 
a través de c-di-GMP 
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Introducción 
 Antes del comienzo de este trabajo de tesis doctoral, nuestro grupo de 
investigación describió por primera vez el rol del segundo mensajero c-di-GMP en el 
control de la movilidad y la formación de biofilm en B. bronchiseptica224. En ese contexto, 
este trabajo de tesis se inició con el objetivo de determinar qué mecanismos moleculares 
se encuentran detrás del proceso de regulación de la formación de biofilm. Como 
describimos en Capítulo 2, a través de la inspección in silico del genoma de B. 
bronchiseptica encontramos un grupo de genes que podrían ser parte de este mecanismo 
de control. Gracias al trabajo realizado en la caracterización de estas secuencias 
aportamos evidencia de que BB1184, BB1185 y BB1186 forman parte de un sistema de 
proteínas análogo al sistema Lap descripto exhaustivamente en P. fluorescens. BB1184, 
BB1185 y BB1186 son LapD, LapG y la adhesina de la familia de LapA, BrtA. 
 La evidencia experimental presentada hasta el momento muestra que el sistema 
Lap de B. bronchiseptica funciona de manera equivalente a como lo hace en P. 
fluorescens84,130,276. Sobre la base de esa evidencia, es de esperar que el segundo 
mensajero c-di-GMP constituya la molécula de señalización que controla el 
funcionamiento de estas proteínas también en B. bronchiseptica. 
 A lo largo de este capítulo analizaremos si efectivamente las proteínas Lap de B. 
bronchiseptica están involucradas en el control de la formación de biofilm a través de c-
di-GMP. Asimismo, ahondaremos en los mecanismos moleculares que dirigen la 
actividad de LapDBb y nos enfocaremos en la búsqueda de diguanilato ciclasas 
involucradas de manera directa en el control de este sistema. 
 Una de las grandes incógnitas alrededor del segundo mensajero c-di-GMP, ha 
sido siempre cómo es posible que procesos celulares diferentes se encuentren regulados 
a través del mismo mensajero sin que exista interferencia entre ellos79. Recientemente, 
el grupo de investigación liderado por George O’Toole, de la Universidad de Dartmouth 
(Hanover, NH, Estados Unidos), describió el rol específico de la diguanilato ciclasa GcbC 
en el control del funcionamiento de LapDPf123,143,297. Este grupo de trabajos constituyen 
un aporte esencial a la comprensión de los mecanismos existentes detrás de los procesos 
regulados por este segundo mensajero La interacción física entre GcbC y LapDPf confiere 
a la mencionada diguanilato ciclasa la habilidad de regular la formación de biofilm a través 
de las proteínas Lap, de manera específica y sin interferir en otros procesos también 
regulados por c-di-GMP124. Sobre la base de estos resultados, es de esperar que LapD 
de B. bronchiseptica presente interacciones de este tipo con al menos alguna diguanilato 
ciclasa. Durante este capítulo presentaremos los resultados de la búsqueda de la o las 
diguanilato ciclasas que alimentan de manera específica al sistema Lap a través de 
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LapDBb. Al igual que en los capítulos anteriores, nuestro abordaje combinará la utilización 
de herramientas bioinformáticas, con técnicas de biología molecular e ingeniería 
genética. 
 
LapDBb es un factor necesario en la regulación de la formación de 
biofilm a través de c-di-GMP 
 La evidencia experimental presentada hasta el momento da cuenta de que el 
sistema de proteínas Lap de B. bronchiseptica tiene un funcionamiento equivalente al 
funcionamiento del sistema Lap en P. fluorescens. Considerando este modelo, LapDBb 
sería un factor necesario para la regulación de la formación de biofilm a través de c-di-
GMP. Sin embargo, hasta el momento no hemos demostrado que c-di-GMP participe en 
el control de este grupo de proteínas en B. bronchiseptica. 
 Según nuestra hipótesis LapDBb responde a los niveles citoplasmáticos de c-di-
GMP. De esta manera, cuando estos niveles son elevados adopta una conformación tal 
que le permite mantener unida a LapGBb al otro lado de la membrana. Esto permitiría a la 
adhesina BrtA localizarse sobre la membrana externa y así se vería incrementada la 
capacidad de la bacteria de formar biofilm. 
 Para poner a prueba este modelo obtuvimos la cepa B. bronchiseptica ΔlapD y 
evaluamos su comportamiento en un contexto de elevados niveles de c-di-GMP. A fin de 
aumentar de manera artificial los niveles de c-di-GMP y poder contrastar nuestra 
hipótesis, utilizamos la diguanilato ciclasa de B. bronchiseptica BdcA (BB3576). Nuestro 
grupo ha demostrado que la sobreexpresión de BdcA produce un aumento global en los 
niveles de c-di-GMP y esto incrementa la capacidad de formación de biofilm en 
comparación a la cepa salvaje224. Si LapDBb es un factor necesario para la regulación de 
la formación de biofilm a través de c-di-GMP, la deleción de lapD en un contexto de 
elevados niveles de c-di-GMP debería reducir los niveles de formación de biofilm en 
comparación a la cepa salvaje en la misma condición. 
 Para inducir un aumento en los niveles citoplasmáticos de c-di-GMP utilizamos la 
construcción pBBR1-MCS5-PnptIIBdcA. En esta construcción BdcA se encuentra clonada 
bajo el control del promotor fuerte PnptII224. 
 Para la obtención de la cepa B. bronchiseptica ΔlapD amplificamos por PCR 
regiones adyacentes a la secuencia lapD (BB1184). La clonación de estas regiones, así 
como la selección de los clones mutantes fue realizada de manera idéntica a como fuera 
descripta previamente para las cepas ΔbrtA y ΔlapG. La deleción limpia de la secuencia 
lapD fue confirmada mediante PCR. 
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 Para evaluar la formación de biofilm realizamos cultivos de 24 horas en 
microplacas con concentraciones de ácido nicotínico que abarcaron todas las fases de 
virulencia (0 mM; 0,5 mM; 2,0 mM y 4,0 mM). Para visualizar y cuantificar los resultados 
de estos experimentos utilizamos la técnica de tinción por cristal violeta descripta 
previamente. 
 
 
 
 Los resultados de la Figura 7.1 muestran que la sobreexpresión de BdcA en la 
cepa salvaje induce un aumento estadísticamente significativo en la formación de biofilm 
en presencia de 0 mM, 0,5 mM y 2,0 mM de ácido nicotínico. Esto confirma que el 
aumento en los niveles de c-di-GMP, logrado mediante la sobreexpresión de BdcA, 
incrementa la capacidad de formación de biofilm de la cepa salvaje en todas las fases de 
virulencia tal como fuera observado previamente en nuestro laboratorio224. 
 En cultivos con concentración de ácido nicotínico de 0,5 mM la deleción de lapD 
no generó una reducción en los niveles de formación de biofilm en comparación a la cepa 
salvaje. Asimismo, puede verse que la sobreexpresión de BdcA indujo un aumento en la 
formación de biofilm tanto en la cepa salvaje como en la cepa ΔlapD. Este resultado 
indicaría que en esta condición existen mecanismos alternativos a las proteínas Lap que 
regulan la formación de biofilm a través de c-di-GMP. 
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Figura 7.1. Ensayo de formación de biofilm en microplacas. El gráfico representa el promedio y la desviación
estándar de 4 réplicas biológicas (4 réplicas técnicas por experimento). El valor de Abs595 de cada cepa fue
normalizado frente al valor de Abs595 de la cepa Bb pvacío en presencia de 0 mM de ácido nicotínico. El análisis
estadístico se realizó entre cepas en la misma condición de cultivo de ácido nicotínico. Las cepas que presentan
diferencias estadísticamente significativas están conectadas mediante barras negras de remate plano; p˂0,05.
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 Por otro lado, en condiciones de cultivo que presentan una concentración de ácido 
nicotínico de 2,0 mM la cepa ΔlapD presentó una capacidad de formación de biofilm 
menor a la cepa salvaje (p˂0,05). Además, a diferencia de lo que ocurre en el entorno de 
la cepa salvaje, en el entorno ∆lapD, la sobreexpresión de BdcA no generó aumentos en 
la formación de biofilm. Esta observación indica que, en estas condiciones de cultivo, 
LapD es necesaria para la formación de biofilm mediada por c-di-GMP. No resulta 
sorprendente que esta sea la condición en la que LapD influye en el fenotipo de formación 
de biofilm ya que previamente habíamos destacado que esta es la condición en la cual 
las cepas ΔbrtA y ΔlapG presentaban las características fenotípicas más sobresalientes. 
 Los resultados obtenidos en presencia de ácido nicotínico 4,0 mM son similares 
a los resultados obtenidos en 2,0 mM. En esta condición, la sobreexpresión de BdcA en 
el entorno de la cepa salvaje indujo una formación de biofilm superior a la inducida en el 
contexto de la cepa ∆lapD. 
 Los resultados presentados en esta sección fortalecen la idea de capítulos 
anteriores que indican que BrtA es importante para la formación de biofilm en B. 
bronchiseptica. Aquí en particular pusimos en evidencia que LapD es parte del 
mecanismo de control de la formación de biofilm a través de c-di-GMP. 
 
Búsqueda de diguanilato ciclasas involucradas en el 
metabolismo de c-di-GMP 
 Los resultados presentados en la sección anterior aportan evidencia de que c-di-
GMP actúa como segundo mensajero en la regulación del funcionamiento de las 
proteínas Lap en B. bronchiseptica. Esto constituye un paso fundamental hacia la 
descripción mecanística del funcionamiento de este sistema. Frente a este escenario 
surge como nuevo horizonte la búsqueda de factores que regulen los niveles de c-di-
GMP controlando así este sistema de proteínas. 
 La síntesis de c-di-GMP está catalizada por enzimas denominadas diguanilato 
ciclasas. Estas proteínas catalizan la conversión de dos moléculas de GTP en una 
molécula de c-di-GMP liberando pirofosfato (PPi) como subproducto de la reacción79. La 
actividad diguanilato ciclasa de estas proteínas se encuentra dirigida por el dominio 
denominado GGDEF298. El ciclo metabólico del segundo mensajero es completado por 
fosfodiesterasas específicas para c-di-GMP encargadas de degradarlo hasta pGpG por 
enzimas que contienen el dominio EAL o hasta GMP por enzimas que presentan 
dominios HD-GYP79. 
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 Para avanzar en la descripción del funcionamiento del sistema Lap en B. 
bronchiseptica es preciso determinar cuál o cuáles son las diguanilato ciclasas que 
participan de manera específica de la regulación de este sistema. Con este objetivo 
analizamos el genoma de B. bronchiseptica en busca de posibles diguanilato ciclasas y 
para ello utilizamos dos estrategias diferentes: 
 
Para el desarrollo de ambas estrategias utilizamos a la cepa B. bronchiseptica 
RB50 como el organismo sobre el cual realizamos las búsquedas. 
 La Tabla 7.1 muestra el resultado de la búsqueda in silico de secuencias 
compatibles con diguanilato ciclasas en B. bronchiseptica. Esta búsqueda arrojó como 
resultado la presencia de catorce secuencias con dominios GGDEF en el genoma de B. 
bronchiseptica. En cuatro de las secuencias encontradas, el dominio GGDEF es el único 
dominio reconocible mediante estas estrategias (BB0991, BB2626, BB3903 y BB4664). 
Dentro de este grupo, tres secuencias corresponderían a proteínas de membrana 
mientras que sólo una de ellas está anotada como proteína citosólica. Diez de las 
proteínas con dominios GGDEF además presentan otros dominios como parte de su 
secuencia, característica muy común entre proteínas del metabolismo de c-di-GMP. Este 
segundo grupo de proteínas podemos dividirlo en aquellas que tienen dominios de unión 
a ligando (BB1960-globina-, BB2660-CACHE-, BB2790-PAS-, BB3114-PAS y GAF- y 
BB3576-CACHE-) y sólo una que posee un dominio de transducción de señales 
(BB1220). Esto implica que c-di-GMP, al igual que en otros organismos participaría de 
procesos de sensado ambiental y transducción en señales intracelulares. Además, 
Estrategia #1 
Utilizamos el programa de base on-line 
SMART (Simple Modular Architecture 
Research Tool)330. Este servidor posee una 
herramienta a través de la cual es posible 
buscar dominios definidos en la secuencia 
completa de un genoma. La rapidez y 
sencillez que posee este acercamiento 
implica una ventaja para iniciar el estudio de 
diguanilato ciclasas en B. bronchiseptica. Sin 
embargo, la misma sencillez de este abordaje 
condiciona la calidad de los resultados 
obtenidos. El algoritmo utilizado por la 
herramienta SMART suele pasar por alto 
dominios ligeramente divergentes de la 
secuencia consenso. 
Estrategia #2 
Utilizamos secuencias conocidas para 
realizar una búsqueda mediante la 
herramienta BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) del servidor NCBI (National 
Center for Biotechnology Information)333. Para 
la búsqueda de dominios compatibles con 
actividad diguanilato ciclasa utilizamos 
secuencias de dos dominios GGDEF de 
demostrada actividad y amplia descripción en 
bibliografía. Las secuencias utilizadas como 
base de esta búsqueda fueron las secuencias 
de los dominios GGDEF de PleD de 
Caulobacter crescentus94 y DgcZ (también 
conocida como YdeH) de Escherichia coli334. 
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encontramos un subgrupo de secuencias que presenta simultáneamente dominos 
GGDEF y EAL. La presencia de dominios GGDEF y EAL en la misma proteína es una 
característica comúnmente encontrada en proteínas del metabolismo de c-di-GMP299. 
 
Tabla 7.1. Resultados de la búsqueda in silico de secuencias codificantes para posibles diguanilato 
ciclasas en el genoma de B. bronchiseptica RB50. 
 Locus Nombre Tamaño (aminoácidos) Localización probable 
Secuencia del  
sitio activo Otros dominios 
GGDEF 
1 BB0991 BdcH 387 membrana GGEEF  
2 BB1220 BdcI 567 membrana GGDEF TCS 
3 BB1960  475 citoplasma GGEEF globina 
4 BB2626 BdcG 385 membrana GGEEF  
5 BB2660  500 membrana GADEF CACHE 
6 BB2790 BdcD 315 citoplasma GGEEF PAS 
7 BB3114 BdcC 475 citoplasma GGEEF PAS, GAF 
8 BB3576 BdcA 540 membrana GGEEF CACHE 
9 BB3903 BdcB 251 citoplasma GGDEF  
10 BB4664 BdcE 380 membrana GGDEF  
GGDEF + EAL 
11 BB1184 LapD 658 membrana NGSDF/ -  
12 BB2109  960 membrana NGSDF/ -  
13 BB2957  600 citoplasma GGDDF/ - NC III 
14 BB3317  691 membrana GGDEF/ -  
 
La secuencia BB1220 presenta una particular importancia ya que podría tratarse 
del sensor de membrana de un sistema de dos componentes. Corriente arriba de esta 
secuencia encontramos la secuencia BB1219 que presenta un dominio de unión a ADN. 
Esto refuerza la idea de que el par BB1220-BB1219 podría tratarse de un sistema de dos 
componentes regulado por c-di-GMP. 
 La presencia de dominios GGDEF en las 14 secuencias descriptas previamente 
no es suficiente para asegurar que todas ellas tengan capacidad de sintetizar c-di-GMP. 
En los genomas bacterianos es común encontrar secuencias que poseen dominios 
GGDEF divergentes de los dominios catalíticamente activos. En muchos casos, estas 
proteínas siguen siendo parte de la red de regulación a través de c-di-GMP. Si bien no 
poseen la capacidad de síntesis muchas veces mantienen la habilidad para unir el 
segundo mensajero a través del sitio I de inhibición alostérica. Con el objetivo de avanzar 
hacia la comprensión de cuáles de las 14 secuencias podrían codificar para diguanilato 
ciclasas activas realizamos un alineamiento de los dominios GGDEF de estas secuencias 
junto a los dominos de las diguanilato ciclasas PleD, de C. crescentus, y DgcZ, de E. coli 
(descripta originalmente como YdeH). Los resultados de la alineación se presentan a 
continuación, la secuencia de cada posible sitio activo está incorporada en la tabla 7.1 
descripta anteriormente. 
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 El alineamiento de los dominios GGDEF de las posible diguanilato ciclasas de B. 
bronchiseptica con los dominios GGDEF de las diguanilato ciclasas PleD y DgcZ (YdeH) 
demuestra que 11 de las secuencias encontradas presentan motivos que han sido 
descriptos en otras diguanilato ciclasas activas (Figura 7.2). De los 14 dominios 
alineados, 7 de ellos presentan la secuencia -GGEEF- mientras que dos de ellos 
presentan la secuencia canónica -GGDEF-. Por otro lado, las secuencias BB2660, 
BB2109, BB2957 presentan motivos que no han sido descriptos en ninguna diguanilato 
ciclasa activa (Figura 7.2). 
 En lo sucesivo, presentaremos el abordaje experimental desarrollado a fin de 
analizar cuál o cuáles son las diguanilato ciclasas involucradas en el control de LapD y 
las proteínas Lap en B. bronchiseptica. 
 
Diseño y evaluación de un sistema reportero para la búsqueda de 
diguanilato ciclasas que interaccionen con LapDBb 
 Con el objetivo de determinar cuál o cuáles diguanilato ciclasas interaccionan de 
manera específica con LapDBb nos propusimos un abordaje experimental que incluyó la 
expresión heteróloga de proteínas GGDEF de B. bronchiseptica en P. fluorescens. 
P. fluorescens es uno de los organismos modelo en el área de estudio de biofilms 
y en la regulación de este proceso a través de c-di-GMP. Como consecuencia de ello 
existe abundante información acerca del funcionamiento de los mecanismos moleculares 
que dirigen estos procesos. Asimismo, es un organismo que no presenta grandes 
dificultades de cultivo y manipulación genética. La cepa P. fluorescens Δ4DGC constituye 
un modelo ideal para el estudio de posibles diguanilato ciclasas. Esta cepa presenta la 
característica de que cuatro diguanilato ciclasas involucradas en la formación de biofilm 
presuntamente 
activas
presuntamente 
inactivas
Figura 7.2. Alineamiento de las secuencias de los dominios GGDEF de posibles diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica halladas utilizando herramientas bioinformáticas. 14 posibles diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica fueron alineadas con las secuencias de dos diguanilato ciclasas de demostrada actividad:
DgcZ de Escherichia coli y PleD de Caulobacter crescentus. El recuadro rojo encierra las secuencias del
motivo GGDEF, el recuadro azul encierra las secuencias del sitio I de inhibición alostérica.
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han sido delecionadas (GcbA, GcbB, GcbC y WspR)273. En el contexto de esta cepa, la 
expresión de diguanilato ciclasas activas de P. fluorescens genera un aumento en la 
formación de biofilm. Por este motivo, nuestro grupo de investigación ha aprovechado 
esta cepa en el pasado como una herramienta para el estudio de diguanilato ciclasas de 
B. bronchiseptica. Si la expresión de una proteína con dominio GGDEF genera un 
aumento en la formación de biofilm, es una evidencia importante para sostener que dicha 
proteína es una diguanilato ciclasa activa. Sin embargo, en nuestra experiencia, ninguna 
diguanilato ciclasa es capaz de generar un aumento equivalente al que genera la 
diguanilato ciclasa propia de P. fluorescens GcbC. 
Los resultados presentados en el Capítulo 4 muestran que LapDBb y LapDPf 
presentan diferencias importantes en la superficie involucrada en la interacción con 
diguanilato ciclasas (Figura 4.4). Esta observación sugiere que LapDPf no podría 
interaccionar correctamente con ninguna diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica. 
Según nuestra hipótesis, este motivo podría explicar el hecho de que ninguna diguanilato 
ciclasa de B. bronchiseptica es capaz de inducir un aumento en la formación de biofilm 
similar al que logra producir GcbC de P. fluorescens. Si bien esto podría ser considerado 
una limitación del modelo de estudio, por el contrario, consideramos que esta propiedad 
podría ser aprovechada para realizar una búsqueda generalizada de diguanilato ciclasas 
que interaccionen con LapDBb. 
Con el objetivo de diseñar un sistema reportero para la búsqueda de diguanilato 
ciclasas que alimenten a LapDBb reemplazamos, la copia cromosómica de lapDPf por la 
secuencia de lapDBb. Según nuestra hipótesis, aquella diguanilato ciclasa que 
interaccione eficientemente con LapDBb será capaz de inducir un aumento mayor en la 
formación de biofilm en comparación a aquellas que no lo hagan. 
Como primer paso construimos la cepa P. fluorescens Δ4DGC ΔlapD::lapDBb (Pf 
Δ4DGC-LapDBb) y con el objetivo de probar la funcionalidad de nuestro nuevo sistema 
reportero, decidimos analizar el efecto de la sobreexpresión de la diguanilato ciclasa de 
P. fluorescens GcbC. De acuerdo con nuestra hipótesis, LapDBb y GcbC no 
interaccionarían eficientemente y en consecuencia la sobreexpresión de GcbC en esta 
cepa no debería inducir un aumento significativo en la formación de biofilm. 
 La Figura 7.3 muestra los resultados de los ensayos de formación de biofilm en 
microplaca realizados a fin de determinar la funcionalidad del sistema reportero 
desarrollado. 
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 En primer lugar, tal como se encuentra descripto en la bibliografía, los resultados 
muestran que la cepa P. fluorescens ∆4DGC presenta una capacidad nula de formación 
de biofilm273. En segundo lugar, en el contexto de esta cepa, la sobre expresión de GcbC 
induce un aumento significativo de la formación de biofilm (p<0,01). Estos resultados 
también reproducen los reportados previamente273. Por otro lado, el reemplazo de LapDPf 
por LapDBb no genera diferencias fenotípicas en la cepa Δ4DGC. Por último, tal como 
esperábamos, la expresión de GcbC en el contexto de la cepa que posee LapDBb no 
induce un aumento en la formación de biofilm de la misma magnitud que en la cepa que 
posee la LapDPf. En sintonía con nuestra hipótesis, este resultado sugiere que la 
interacción ineficiente entre GcbC y LapDBb es lo que generaría una menor formación de 
biofilm. 
 A partir de este resultado consideramos apropiado utilizar esta cepa para evaluar 
proteínas con dominios GGDEF B. bronchiseptica que pudieran interactuar con LapDBb. 
 
Expresión heteróloga de posibles diguanilato ciclasas de B. 
bronchiseptica en la cepa modelo P. fluorescens 
 Con el objetivo de buscar cuál o cuáles son las diguanilato ciclasas que alimentan 
a LapD en B. bronchiseptica, realizamos el ensayo de expresión heteróloga en la cepa 
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Figura 7.3. Ensayo de formación de biofilm en microplaca. La diguanilato ciclasa de P. fluorescens
GcbC fue sobreexpresada en la cepa P. fluorescens ∆4DGC (Pf ∆4DGC-LapDPf) cepa que posee
la LapD propia de P. fluorescens y en P. fluorescens ∆4DGC ∆lapD::lapDBb (Pf ∆4DGC-LapDBb)
cepa que posee la LapD de B. bronchiseptica. El resultado representa el promedio y la desviación
estándar de tres réplicas biológicas (6 réplicas técnicas por experimento). * y ** indican diferencias
estadísticamente significativas, p<0,01 y p<0,05 respectivamente. En el panel superior se
muestran imágenes representativas de las fosas teñidas con solución de cristal violeta.
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híbrida P. fluorescens ∆4DGC-LapDBb. Según nuestra hipótesis, en el contexto de esta 
cepa, las diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica que sean capaces de interaccionar 
eficientemente con LapDBb serán aquellas que generen un aumento mayor en la 
capacidad de formación de biofilm. 
 Para analizar cuantitativamente este fenómeno realizamos ensayos de formación 
de biofilm en microplaca. Como primer paso del análisis utilizamos 5 proteínas con 
dominios GGDEF de B. bronchiseptica y la diguanilato ciclasa de P. fluorescens GcbC 
como control. En todos los casos las proteínas fueron expresadas desde un plásmido 
multicopia bajo el control del promotor fuerte PBAD. 
 
 
 
 La Figura 7.4 muestra los resultados obtenidos para la sobreexpresión de la 
diguanilato ciclasa GcbC y cinco proteínas GGDEF de B. bronchiseptica en la cepa P. 
fluorescens Δ4DGC-LapDPf (panel izquierdo del gráfico) y en la cepa P. fluorescens 
Δ4DGC-LapDBb (panel derecho del gráfico). 
 Analizando el gráfico vemos nuevamente que GcbC genera un aumento 
significativo en la formación de biofilm en presencia de LapDPf (p<0,01) pero no lo hace 
en presencia de LapDBb. Asimismo, ninguna de las 5 proteínas GGDEF de B. 
bronchiseptica fue capaz de inducir un aumento en la formación de biofilm semejante al 
generado por GcbC en su contexto natural. Además, en presencia de LapDBb, la 
sobreexpresión de GcbC generó un aumento en la formación de biofilm similar a las 
diguanilato ciclasa de B. bronchiseptica BdcA y BdcB. Dada la baja sensibilidad del 
método diseñado para determinar posibles interacciones con LapDBb analizamos algunas 
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Figura 7.4. Ensayo de formación de biofilm en microplacas. Las diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica BdcA, BdcG, BB2790, BB3114 y BB3903 y la diguanilato ciclasa de P.
fluorescens GcbC fueron expresadas en la cepa P. fluorescens ∆4DGC conteniendo la LapD
propia de P. fluorescens (panel izquierdo) o la LapD de B. bronchiseptica (panel derecho). El
gráfico representa el promedio y la desviación estándar de 3 réplicas biológicas (6 réplicas
técnicas por experimento). * indica diferencia estadísticamente significativa p<0,01.
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variables que no habían sido consideradas previamente. Esos resultados serán 
descriptos en la siguiente sección. 
 
LapGPf podría no interactuar correctamente con LapDBb 
 Tal como mencionamos anteriormente, la sobreexpresión de diguanilato ciclasas 
activas en la cepa P. fluorescens Δ4DGC induce un aumento en la formación de biofilm. 
Este aumento se da como consecuencia de que, frente al aumento en los niveles 
citoplasmáticos de c-di-GMP, LapG se mantiene unida a LapD en el lado periplasmático 
de la membrana interna. Frente a esta condición la adhesina LapA se mantiene asociada 
en la membrana externa y contribuye al aumento en la formación de biofilm. Recordemos 
que la sobre expresión de GcbC en la cepa Pf ∆4DGC-LapDBb generó un leve aumento 
en la formación de biofilm. Este resultado indica que LapGPf puede ser retenida por 
LapDBb cuando la expresión de una diguanilato ciclasa activa induce aumentos en los 
niveles de c-di-GMP citoplasmáticos. Si la interacción entre LapDBb y LapGPf no fuera 
efectiva, no sería posible lograr ni siquiera un mínimo aumento en la formación de biofilm. 
Sin embargo, cabe la posibilidad de que esa interacción no sea suficientemente eficaz 
como para que LapDBb mantenga unida a LapGPf de la misma manera en que lo hace la 
propia LapDPf. 
Con el objetivo de analizar esta hipótesis, a fin de considerar una mejora en este 
sistema de expresión o bien descartarlo definitivamente analizamos la estructura de la 
región periplasmática de LapDBb y LapDPf. 
 Si bien existe una estructura cristalográfica de la porción periplasmática de LapDPf 
(depositada en la base de datos PDB bajo el código 3PJV253) estudios posteriores 
demostraron que esa estructura presentaba defectos originados durante el proceso de 
cristalización. La estructura correcta de la porción periplasmática de LapD fue 
determinada utilizando la LapD de L. pneumophila249. Por lo tanto, para analizar las 
estructura de la porción periplasmática de LapDBb y LapDPf utilizamos la función “one to 
one” del software Phyre2 para modelar las secuencias de ambas LapD utilizando como 
molde la estructura cristalográfica de LapD de L. pneumophila depositada bajo el código 
4u64. 
Figura 7.5 presenta los modelados de las secuencias periplasmáticas de LapDBb 
y LapDPf. Ambos modelados arrojaron un nivel de confianza del 100% indicando que 
ambas secuencias pudieron ser exitosamente modeladas utilizando la estructura 
propuesta. 
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 Recordemos que el análisis de la secuencia y estructura de la porción 
periplasmática de LapD en P. fluorescens condujo a la identificación de la región de 
interacción entre LapD y LapG. El motivo 124-GWxQ-127 ubicado en un loop formado 
entre las láminas β3 y β4 constituye la porción más sobresaliente de la superficie de la 
porción periplasmática de LapDPf (Figura 7.5) y está involucrado en la interacción con 
LapG250. Tal como está descripto para P. fluorescens, LapDBb posee conservada esa 
región. Sin embargo, si analizamos la región adyacente al motivo GWxQ podemos ver 
algunas diferencias entre LapDPf y LapDBb. Mientras en LapDPf el motivo GWxQ está 
rodeado por una región netamente no polar, en LapDBb encontramos que esta región 
presenta una zona con carga positiva hacia arriba y una zona polar hacia abajo (Figura 
7.5.a panel inferior). Además, podemos ver que la orientación del residuo de triptófano 
(W) en una y otra estructura es ligeramente diferente (Figura 7.5.b). 
 Si bien en nuestro análisis hemos identificado los residuos de LapD que son 
indispensable para la interacción con LapG no podemos descartar que la presencia de 
algunos residuos diferenciales opere en contra de la interacción LapDBb-LapGPf. Una 
posible explicación podría ser que exista un impedimento estérico entre las superficies 
G
Q
w
G
Q
90° 90°
LapDBb LapDPf
w
Vista superior
(a) (b)
Figura 7.5. Comparación de la porción periplasmática de LapDBb y LapDPf. Las estructuras de ambos dominios
fueron modeladas utilizando el software Phyre2 y usando como molde la estructura cristalográfica del dominio
periplasmático de LapD de L. pneumophila (PDB: 4u64). Las imágenes corresponden a representaciones en 3D
realizadas usando el software de visualización VMD (a) En la parte superior se muestran representaciones
generadas usando un formato NewCartoon; en formato Licorice se destacan las cadenas laterales de los residuos
del motivo GWxQ involucrado en la interacción con LapG; en la parte inferior se muestra la misma región
representada usando un formato Surface y un estilo de coloración ResType. (b) Las regiones periplasmáticas de
LapDBb y LapDPf fueron superpuestas utilizando el programa VMD.
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de contacto o bien una repulsión electrostática originada en la presencia de residuos de 
muy diferente naturaleza. 
 Aunque nuestro análisis no incluyó al total de las proteínas GGDEF codificadas 
en el genoma de B. bronchiseptica, los resultados obtenidos hasta el momento nos 
llevaron a suspender la búsqueda mediante esta estrategia. En base a este análisis 
consideramos apropiado abandonar los experimentos con la cepa P. fluorescens Δ4DGC 
en pos de buscar una estrategia de análisis alternativa. 
 
Búsqueda de diguanilato ciclasas que interaccionen con LapDBb 
mediante modelado molecular 
 Frente a la imposibilidad de determinar qué diguanilato ciclasa es capaz de 
interactuar con LapDBb mediante la estrategia de expresión heteróloga presentada en la 
sección anterior, decidimos utilizar un enfoque predictivo basado en el trabajo de 
Dahlstrom et al.123. En el mencionado trabajo se describieron las regiones de interacción 
entre LapD y GcbC en P. fluorescens. Los mismos autores de este trabajo destacaron y 
presentaron evidencia de que el análisis de las regiones de interacción puede ser 
utilizado con carácter predictivo. Es decir que es posible determinar qué diguanilato 
ciclasa tiene capacidad de interactuar con LapD analizando la zona de interacción de las 
posibles diguanilato ciclasas123. 
 P. fluorescens posee más de 50 proteínas predichas que podrían estar 
involucradas en la red de regulación de c-di-GMP. De este grupo de proteínas, 16 son 
capaces de interaccionar físicamente con LapDPf y 15 de ellas son proteínas de 
membrana124. Por este motivo, para la búsqueda de diguanilato ciclasas que pudieran 
interactuar con LapDBb en B. bronchiseptica nos enfocamos en el estudio de las 
secuencias que contuvieran un domino GGDEF compatible con el desarrollo de la 
actividad enzimática y que además presentara secuencias predichas como proteínas de 
membrana. Incorporando estas consideraciones en el análisis, el número de secuencias 
se reduce de 14 a 6 (BdcA, BdcG, BdcH, BdcI, BdcE y BB3317). Para llevar adelante el 
análisis propuesto, realizamos el modelado molecular de los dominios GGDEF de las 
mencionadas proteínas. Posteriormente, usando el programas de visualización VMD y 
utilizando una representación del tipo Surface y un estilo de coloración ResType, 
analizamos la forma y distribución de carga de las regiones de interacción en búsqueda 
de estructuras compatibles con la interacción con el dominio EAL de LapDBb. 
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En la Figura 7.6 se muestran las representaciones de los modelados de los 
dominios GGDEF de las 6 diguanilato ciclasas analizadas. Todos los modelados fueron 
realizados utilizando la función Intensive de Phyre2 que permite realizar el modelado por 
EAL-LapDBb GGDEF-BdcG
BdcGBdcH BdcI
BdcA BdcE BB3317
A367
V360
V362
E363
R364
D366
V362
R479V478
A476
P475P474
L472
M471
(a)
(b)
(c)
Figura 7.6. Modelado molecular de los dominios GGDEF de las posibles diguanilato ciclasas que podrían
interaccionar con LapDBb. (a) Las representaciones de los dominios GGDEF fueron realizadas usando un estilo
NewCartoon y una coloración gris transparente. Las región de interacción fue representada con un estilo Surface y
coloreada con un estilo ResType. (b) El dominio EAL de LapDBb y el dominio GGDEF de BdcG fueron representados
utilizando un estilo NewCartoon y una coloración verde transparente. Las regiones de interacción fueron
representadas utilizando un estilo Surface transparente. (c) Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la
interacción entre LapDBb y BdcG fueron representados utilizando un formato Licorice y coloreadas usando el modo
ResType. Estas representaciones fueron usadas para predecir la interacción entre LapDBb y BdcG.
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comparación contra todas la base de datos de proteínas cristalizadas. Todos los 
modelados arrojaron un nivel de confianza del 100%. 
 A partir del análisis realizado consideramos que el dominio GGDEF de BdcG 
(BB2626) es aquel que presenta mayores posibilidades de interactuar con LapDBb. Como 
puede verse en la Figura 7.6.a y 7.6.b el área de interacción de BdcG presenta una 
superficie dominada por residuos de aminoácidos con cadenas laterales ácidas y 
cadenas laterales no polares. Esta superficie podría interactuar con la región propuesta 
de LapDBb la cual presenta residuos con cadenas laterales básicas y así como también 
residuos no polares (Figura 7.6.b y c). 
 
BdcA, otro candidato a interactuar físicamente con LapDBb 
 Nuestro grupo ha demostrado, hace algunos años, que la formación de biofilm en 
B. bronchiseptica está regulada, en parte, a través de c-di-GMP224. Durante el desarrollo 
de esos estudios, se utilizó la proteína BdcA (BB3576) para inducir aumentos en los 
niveles de c-di-GMP y así demostrar los efectos que este segundo mensajero tenía sobre 
los fenotipos de movilidad y formación de biofilm. El fuerte impacto que tiene la 
sobreexpresión de BdcA en la formación de biofilm plantea dos posibles escenarios. La 
primera explicación podría ser que BdcA tuviera una actividad suficientemente grande 
como para que, al ser sobreexpresada, induzca mecanismos de regulación con los cuales 
naturalmente no está asociada. Una segunda hipótesis podría ser que la sobreexpresión 
de BdcA impacte fuertemente sobre la formación de biofilm porque efectivamente es 
parte de un mecanismo molecular encargado de regular ese proceso. Si este fuera el 
caso, no podemos descartar que lo hiciera a través las proteínas Lap. Por ende, resulta 
necesario evaluar la posibilidad de que BdcA interaccione físicamente con LapDBb. 
 Una segunda evidencia sugiere la posibilidad de que BdcA podría interaccionar 
físicamente con LapDBb. Ha sido descripto en P. fluorescens que la interacción física entre 
LapDPf y GcbC es un proceso necesario para el control de la formación de biofilm. De 
todas las proteínas GGDEF de B. bronchiseptica, BdcA es una de las dos que presentan 
una organización de dominios similar a GcbC (CACHE-GGDEF). 
 Los motivos expuestos anteriormente posicionan a BdcA como un candidato a 
evaluar entre las diguanilato ciclasas que podrían interactuar con LapDBb. 
 
BdcA y BdcG interaccionan físicamente con LapDBb 
 Con el objetivo de poner a prueba la capacidad de BdcA y de BdcG de asociarse 
físicamente con LapDBb decidimos utilizar una estrategia de doble híbrido en bacteria 
(BACTH, Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System). 
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 La metodología de BACTH es una herramienta versátil para evaluar interacciones 
proteína-proteína in vivo300. Asimismo, es una estrategia ampliamente utilizada en el 
estudio de interacciones entre proteínas de membrana301,302, motivo por el cual fue 
seleccionada para desarrollar este estudio. La estrategia está basada en la utilización de 
la enzima adenilato ciclasa (AC) de B. pertussis como reportero de la interacción de 
proteínas candidatas303 (Figura 7.7). 
 
 
 
El dominio catalítico de esta enzima puede ser dividido en dos fragmentos 
denominados T25 y T18304. Cuando estos fragmentos son co-expresados en vectores 
independientes, no se observa actividad adenilato ciclasa (Figura 7.7.B). Si embargo, si 
son co-expresados como parte de fusiones transcripcionales a proteínas con capacidad 
de interaccionar entre sí, se reconstituye funcionalmente el dominio AC y recupera su 
actividad (Figura 7.7.C). Finalmente, el AMPc producido activa la expresión de algunos 
operones como por ejemplo el de degradación de lactosa el cual contiene el gen que 
codifica para la enzima β-galactosidasa300 (Figura 7.7.D). De esta manera, la 
determinación de la actividad β-galactosidasa constituye una medida cuantitativa de la 
capacidad de interacción de las proteínas candidatas. 
 Basándonos en los reportes previos de Dahlstrom et al.123 decidimos clonar los 
genes lapDBb, bdcA y bdcG en los vectores pKNT25 y pUT18. De esta manera los genes 
mencionados fueron clonados al extremo N-terminal de los fragmentos T25 y T18 (en 
ambos vectores) de manera tal que estos últimos quedaran localizados hacia el espacio 
citoplasmático. En la Tabla 7.2 puede verse las distintas combinaciones de fusiones 
transcripcionales usadas para evaluar la interacción entre LapDBb, BdcA y BdcG. 
Interacción entre
proteínas X e Y
Elevada actividad
β-galactosidasa
lac
Figura 7.7. Esquema del funcionamiento del sistema de doble híbrido en
bacteria (BACTH).
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Fusiones transcripcionales Interacción puesta a prueba 
T18-LapDBb + T25-BdcA 
T25-LapDBb + T18-BdcA LapDBb Vs BdcA 
T18-LapDBb + T25-BdcG 
T25-LapDBb + T18-BdcG LapDBb Vs BdcG 
T18-BdcA + T25-BdcA BdcA Vs BdcA 
T18-BdcA + T25-BdcG BdcG Vs BdcG 
T25-BdcA + T18-BdcG BdcA Vs BdcG 
Tabla 7.2. Doble híbrido en bacteria (BACTH). Combinación de fusiones transcripcionales 
utilizadas para evaluar posibles interacciones entre LapD, BdcA y BdcG. 
 
 Como control positivo del ensayo se utilizaron las construcciones pKT25-zip y 
pUT18C-zip que presentan el motivo leucine zipper como fusiones transcripcionales a los 
fragmentos T25 y T18 respectivamente. Este dominio está presente en proteínas de 
unión al ADN y tiene la capacidad de dimerizar. Como control negativo se utilizaron los 
vectores pUT18 y pKNT25 vacíos. 
 La Figura 7.8 muestra los resultados de los experimentos de BACTH con las 
proteínas LapDBb, BdcA y BdcG. En primer lugar, observamos que el control positivo 
presenta valores de Unidades de Miller (UM) significativamente mayores de los valores 
del control negativo (p˂0.01). En segundo lugar, analizando las dos combinaciones de 
fusiones transcripcionales utilizadas para evaluar la interacción entre LapDBb y BdcA 
vemos que sólo una de ellas presenta diferencias significativas frente al control negativo. 
La combinación T18-LapDBb + T25-BdcA presenta valores de UM significativamente 
mayores a los del control negativo (p˂0.01). Sin embargo, la combinación T25-LapDBb + 
T18-BdcA no presente diferencias. Este resultado suele aparecer en algunos 
experimentos de BACTH motivo por el cual es preciso realizar las fusiones 
transcripcionales tanto al fragmento T25 como al fragmento T18. Por ejemplo, en un 
estudio del interactoma de las proteínas de división celular de E. coli, Karimova et al. 
demostraron que FtsW fusionada a T25 es funcional pero no lo es fusionada T18302. 
 A fin de confirmar que la fusión transcripcional T18-BdcA podría no ser funcional, 
evaluamos su capacidad de inducir actividad β-galactosidasa en combinación con la 
fusión transcripcional T25-BdcA. La actividad de BdcA como diguanilato ciclasa fue 
demostrada previamente por nuestro laboratorio224. Para el desarrollo de esta actividad, 
es condición necesaria la dimerización de BdcA. Por lo tanto, la combinación T25-BdcA 
+ T18-BdcA debería arrojar resultados positivos si es que ambas construcciones son 
funcionales. En la Figura 7.8 puede verse que esta combinación no arroja valores de UM 
diferentes del control negativo. El análisis combinado de los dos resultados presentados 
hasta el momento permite deducir que la fusión transcripcional T18-BdcA no es funcional 
a los fines del experimento de BACTH. 
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 Por otro lado, como puede verse en la Figura 7.8, las dos combinaciones de 
fusiones transcripcionales utilizadas para evaluar la interacción entre LapDBb y BdcG 
arrojan valores de UM significativamente mayores que el control negativo (p˂0,05). 
 Considerando la diferencia entre los valores de UM obtenidos para la interacción 
LapDBb-BdcA y LapDBb-BdcG nos preguntamos si esta última combinación podría estar 
arrojando un resultado “falso positivo”. Consideramos la posibilidad de que la mera co-
expresión de proteínas de membrana arroje valores de UM basales ligeramente 
superiores a los del control negativo. Para evaluar esta posibilidad utilizamos las fusiones 
T25-BdcA y T18-BdcG. Como puede verse en la Figura 7.6 la co-expresión de fusiones 
transcripcionales a BdcA y BdcG arrojó resultados de UM que no son significativamente 
diferentes a los del control negativo. Este resultado confirma que la actividad medida para 
el par LapDBb-BdcG no resulta de la simple co-expresión de proteínas de membrana, sino 
que da cuenta de una efectiva interacción entre las mencionadas proteínas. 
 Tal como destacan Giacalone et al. diferencias en valores de UM pueden reflejar 
diferencias de afinidad entre las proteínas evaluadas305. La diferencia encontrada entre 
los valores de UM para la interacción LapDBb-BdcA frente a los valores para la interacción 
Figura 7.8. Ensayo de doble híbrido en bacteria (B2H). Los genes lapDBb, bdcA y bdcG fueron clonados en los vectores
pUT18 y pKNT25. Como medida cuantitativa de la capacidad de interacción de los factores mencionados se determinó
la actividad β-galactosidasa de bacterias co-trasnformadas con las construcciones mencionadas en la Tabla 7.2. La
actividad fue expresada en términos de Unidades de Miller. El gráfico representa el promedio y la desviación estándar
de 5 réplicas biológicas (con 3 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadísticamente significativas son
indicadas con * p<0,01 y ** p<0,05 respecto del control negativo.
0 200 400 600 800
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LapDBb-BdcG podría reflejar una diferencia en la afinidad de LapDBb por BdcA y BdcG. 
Este resultado podría indicar que, en las condiciones experimentales del ensayo de 
BACTH, LapDBb posee una afinidad mayor por BdcA que por BdcG. 
 BdcG, a diferencia de BdcA, es un factor que aún no ha sido estudiado en B. 
bronchiseptica. Para avanzar en la descripción de esta posible diguanilato ciclasa 
analizamos su capacidad de dimerización. Tal como puede apreciarse en la Figura 7.8 la 
combinación de fusiones transcripcionales T18-BdcG + T25-BdcG arroja valores 
significativamente mayores a los del control negativo (p˂0,05). Esto indicaría que BdcG 
sería capaz de dimerizar, condición que es necesaria para desarrollar actividad 
diguanilato ciclasa. 
 Los resultados de los experimentos de BACTH sugieren que LapDBb 
interaccionaría tanto con la diguanilato ciclasa de membrana BdcA como con la posible 
diguanilato ciclasa de membrana BdcG. 
 
BdcG no presenta actividad diguanilato ciclasa en el modelo de 
doble híbrido en bacteria 
 Tal como mencionamos antes, el sitio activo del dominio GGDEF de BdcG 
presenta aminoácidos que son compatibles con la actividad diguanilato ciclasa (Tabla 
7.2). Con el objetivo de determinar si BdcG es una diguanilato ciclasa activa analizamos 
los niveles de c-di-GMP en el modelo de doble híbrido en bacteria. 
 Recientemente, Giacalone et al. demostraron que la interacción física entre 
LapDPf y GcbC incrementa la actividad diguanilato ciclasa de esta última305. Nuestros 
experimentos de BACTH muestran BdcG interacciona físicamente con LapDBb. Por lo 
tanto, especulamos que la falta de actividad diguanilato ciclasa observada podría deberse 
a que BdcG debe interactuar con LapDBb para activarse y catalizar la síntesis de c-di-
GMP. Con el objetivo de evaluar si BdcG tiene actividad determinamos los niveles de c-
di-GMP en la cepa BTH101 cotransformada con T18-LapDBb y T25-BdcG. Como control 
negativo de este experimento incluimos la cepa BTH101 cotransformada con plásmidos 
vacíos. Como control positivo de este experimento incluimos la cepa cotransformada con 
T18-LapDBb + T25-BdcA. La determinación de la concentración de c-di-GMP fue realizada 
mediante cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro de masa (LC-MS). 
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 Como se puede apreciar en la Figura 7.9, los niveles basales de c-di-GMP de la 
cepa BTH101 son suficientemente bajos como para poder determinar aumentos en la 
cantidad total de este segundo mensajero. La proteína BdcA incrementa los niveles de c-
di-GMP en el entorno de la cepa BTH101 (p˂0.01). Esto, por un lado, corrobora que BdcA 
es una diguanilato ciclasa activa y por otro lado demuestra que el diseño experimental 
permite determinar aumentos en los niveles de c-di-GMP. 
 Por el contrario, la proteína BdcG no indujo un aumento en los niveles de c-di-
GMP. Por lo tanto, estos resultados no permiten confirmar si BdcG es una diguanilato 
ciclasa activa. 
 
BdcG regula la formación de biofilm en B. bronchiseptica 
 Los experimentos realizados hasta el momento con BdcG ha sido todos de 
naturaleza heteróloga. BdcG fue sobreexpresada en P. fluorescens y en E. coli. Los 
resultados de esos experimentos no demuestran que BdcG pueda ser una diguanilato 
ciclasa activa. Frente a estos resultados consideramos la posibilidad de que para que 
BdcG desarrolle su actividad diguanilato ciclasa precise algún factor que está ausente en 
los organismos experimentales utilizados. Este factor podría bien ser una proteína que 
está ausente en P. fluorescens o E. coli o bien una señal ambiental que no se encuentra 
en las condiciones de cultivo de los organismos antes mencionados. 
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Figura 7.9. Cuantificación de c-di-GMP en el modelo de doble híbrido en bacteria (BACTH). Se determinó la
cantidad de c-di-GMP en la cepa E. coli BTH101 co-transformada con las contracciones pUT18-
Zip+pKNT25ZIP (control negativo), pUT18-LapDBb + pKNT25-BdcA y pUT18-LapDBb + pKNT25-BdcG. El
gráfico representa el valor promedio y la desviación estándar de 3 réplicas biológicas. * indica diferencia
estadísticamente significativa respecto del control negativo, p˂0.01.
  Capítulo 7 
181 
 
 Para avanzar en la descripción de BdcG y evaluar su posible actividad diguanilato 
ciclasa decidimos analizar los efectos de su sobreexpresión sobre la formación de biofilm 
en B. bronchiseptica. Como primer acercamiento realizamos experimentos de formación 
de biofilm en microplacas barriendo todo el rango de concentraciones de ácido nicotínico 
(0 mM – 4,0 mM). Como control de este experimento utilizamos la cepa B. bronchiseptica 
transformada con el plásmido vacío. 
 
 
 
 La Figura 7.10 muestra los resultados de la sobre expresión de BdcG en B. 
bronchiseptica. El análisis cuantitativo de estos resultados mostró diferencias 
significativas en la formación de biofilms entre las cepas en condiciones de cultivo de 0 
mM de ácido nicotínico. Si embargo, el análisis visual de las fosas teñidas con cristal 
violeta sistemáticamente mostró diferencias en las características macroscópicas de los 
biofilms también en condiciones de cultivos con 2,0 mM y 4,0 mM de ácido nicotínico. La 
sobreexpresión de BdcG desde el plásmido multicopia pMQ72 indujo un aumento 
apreciable en la cantidad de biofilm formado en las condiciones de ácido nicotínico 0 mM, 
2,0 mM y 4,0 mM. 
 El resultado obtenido indicaría que BdcG es un diguanilato ciclasa activa capaz 
de regular la formación de biofilm en B. bronchiseptica. 
 
Rol de BdcA y BdcG en la formación de biofilm 
 Los resultados presentados hasta el momento sugieren que BdcA y BdcG 
interaccionan con LapDBb de forma tal de alimentarla directamente con c-di-GMP. Esta 
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Figura 7.10. Análisis del efecto de la sobreexpresión de BdcG en la formación de biofilm de B. bronchiseptica.
BdcG fue clonada en el vector pMQ72 bajo el control del promotor PBAD. El gráfico representa el promedio y la
desviación estándar de 3 réplicas biológicas con 4 réplicas técnicas por experimento. Por encima del gráfico se
muestran imágenes representativas de las fosas teñidas con solución de cristal violeta 0,1%.
*
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señal sería transferida por LapDBb al otro lado de la membrana plasmática en donde 
mantendría unida a LapGBb previniendo así el desprendimiento de BrtA. 
 Según el modelo que estamos considerando ambas diguanilato ciclasas podrían 
estar involucradas en la formación de biofilm a través de LapDBb. Si nuestro modelo es 
correcto, al eliminar el aporte de al menos una de ellas, LapDBb tendría menos c-di-GMP 
disponible y esto debería impactar de manera negativa en la formación de biofilm. En 
este contexto, LapDBb no tendría suficiente c-di-GMP para mantener unida a LapGBb al 
otro lado de la membrana y ésta quedaría liberada para clivar a BrtA y desprenderla de 
la membrana externa. Si cada una de las diguanilato ciclasas hace un aporte al nivel total 
de c-di-GMP es esperable que la deleción de una sola de ellas no genere una reducción 
total en la formación de biofilm. Por ende, esperaríamos que la deleción de ambas 
diguanilato ciclasas genere un defecto mayor al de cada una de ellas por separado. A fin 
de contrastar esta hipótesis analizamos la capacidad de formación de biofilm de las cepas 
B. bronchiseptica ΔbdcA, ΔbdcG y el doble mutante ΔbdcA ΔbdcG.  
 Para el desarrollo de este experimento analizamos la formación de biofilm en 
diferentes superficies (microplaca, vidrio y plástico). Considerando que el rol de BrtA se 
aprecia sustancialmente mejor en el medio de cultivo suplementado con BSA y Ca+2 
(Capítulo 6, Figura 6.5) los efectos de las deleciones de bdcA y bdcG fueron analizados 
en estas condiciones de cultivo. A modo de control también incluimos a la cepa ∆brtA en 
el análisis. 
 En la Figura 7.11.a se muestran imágenes representativas de los resultados 
obtenidos en los experimentos de formación de biofilm en microplacas. En estas 
imágenes se puede apreciar, tal como describimos en el Capítulo 6 (Figura 6.5) que, en 
estas condiciones de cultivo la deleción de brtA reduce la formación de biofilm. El análisis 
cuantitativo del biofilm formado por esta cepa también muestra diferencias 
estadísticamente significativas con respecto a la cepa salvaje (Figura 7.11.b). El análisis 
de los resultados de formación de biofilm de las cepas mutantes nuevamente muestra 
que el procesamiento cuantitativo de estos experimentos no siempre se correlaciona con 
lo observado de manera directa. El análisis de las fosas teñidas con cristal violeta en 
todos los experimentos mostró una reducción en la cantidad de biofilm de las cepas 
∆bdcA y ∆bdcA ∆bdcG con respecto a la cepa salvaje. Sin embargo, también se observa 
que estas cepas presentan un cantidad de biofilm mayor que la cepa ∆brtA. Por otro lado, 
el biofilm formado por la cepa ∆bdcG no presentó ninguna diferencia respecto de la cepa 
salvaje. 
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 La capacidad de formación de biofilm de estas cepas también fue analizada en 
ensayos sobre superficies de vidrio y plástico. En la Figura 7.12 pueden verse imágenes 
representativas de los experimentos de formación de biofilm sobre vidrios semi 
sumergidos en cultivos realizados dentro de tubos de microcentrífuga de plástico. 
Como puede verse en la Figura 7.11 la cepa salvaje forma un biofilm bien definido 
sobre la interfase entre en aire y la suspensión bacteriana (tanto en vidrio como en 
plástico). Como destacamos previamente, en el caso del vidrio se distingue una región 
densamente coloreada y una región menos teñida inmediatamente por debajo de ésta. 
La deleción de brtA, tal como describimos anteriormente impacta en la formación de 
biofilm disminuyendo su cantidad en ambas regiones. La deleción de bdcA genera una 
reducción en la formación de biofilm mucho más grande que la reducción que había sido 
destacada en el experimento en microplacas. Por el contrario, la deleción de bdcG no 
genera defectos en la formación de biofilm en comparación a la cepa salvaje. 
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Figura 7.11. Ensayo de formación de
biofilm en microplaca realizados con el
medio SS suplementado con ácido
nicotínico 2,0 mM, BSA 2,0 mg/mL,
CaCl2 2,0 mM. (a) Imágenes
representativas de las fosas de cultivo
teñidas con solución de cristal violeta
0,1% p/v. (b) El gráfico representa el
promedio y la desviación estándar de
3 réplicas biológicas (con 4 réplicas
técnicas en cada ensayo); * y **
indican diferencias estadísticamente
significativas, p˂0,05 y p˂0,01
respectivamente.
SS+BSA+Ca+2 (2,0 mM AN)
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BdcA regula la localización de BrtA 
 En las secciones anteriores demostramos, en primer lugar, que LapDBb 
interacciona físicamente con las diguanilato ciclasas BdcA y BdcG. En segundo lugar, 
analizamos el impacto sobre la formación de biofilm de las deleciones individuales de 
bdcA y bdcG, así como también la deleción simultánea de ambos genes. El defecto en la 
formación de biofilm que presenta la cepa ΔbdcA es esperable que se deba a una 
disminución en la cantidad de BrtA localizada en la membrana plasmática. 
 Con el objetivo de analizar el impacto de esas deleciones sobre la cantidad de 
BrtA en la membrana plasmática, utilizamos el ensayo de dot blot presentado 
previamente. Para este experimento realizamos cultivos suplementados con BSA y Ca+2 
y una concentración de ácido nicotínico de 2,0 mM ya que se trata de la condición en la 
cual el efecto de la deleción fue más significativo. A modo de control incluimos la cepa 
ΔlapG que, de acuerdo con los resultados presentados a lo largo de este trabajo debería 
presentar una mayor cantidad de BrtA en membrana. La cepa ΔlapD que debería poseer 
menor cantidad de BrtA en membrana también fue utilizada como control. 
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Figura 7.12. Ensayos de formación de biofilm sobre vidrio y plástico (polipropileno). Los biofilms
formados sobre las superficies mencionadas fueron teñidos con solución de cristal violeta 0,1%. Las
imágenes mostradas son representativas de las 8 réplicas biológicas obtenidas (2 réplicas técnicas en
cada caso).
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Adicionalmente, se incluyó como control interno del experimento la cepa ΔbrtA no 
marcada con la fusión transcripcional de hemaglutinina. Esta cepa se utilizó como control 
de los niveles basales de reconocimiento de los anticuerpos utilizados. 
 El procesamiento y análisis de la muestra fue realizado de manera idéntica a como 
fuera presentado anteriormente en este trabajo, pero las imágenes fueron registradas 
utilizando un equipo Odyssey CLx (LI-COR). 
 
 
 
La Figura 7.13 muestra los resultados obtenidos de los experimentos de dot blot 
realizados a fin de determinar el rol de bdcA y bdcG en la localización de la adhesina 
BrtA. En las condiciones de este experimento, la intensidad de la coloración roja es 
directamente proporcional a la cantidad de BrtA localizada sobre la membrana 
plasmática. Los resultados muestran que la cepa ΔbrtA (que no posee marca de 
hemaglutinina) presenta una intensidad casi imperceptible lo cual indica que el anticuerpo 
utilizado no presenta reactividad cruzada con otros componentes de la membrana 
plasmática. El análisis del resultado de la cepa ΔlapG muestra un aumento en la 
intensidad indicando un incremento en la cantidad de BrtA localizada en membrana en 
esta cepa. En sentido contrario, y tal como esperábamos, la cepa ΔlapD presenta una 
intensidad significativamente inferior a la de la cepa salvaje (p˂0,05). Esto confirma que 
la deleción de lapD conduce a una reducción en la cantidad de BrtA en membrana. 
 Los resultados de las deleciones de las diguanilato ciclasas muestran que sólo la 
deleción de bdcA tuvo consecuencias sobre la intensidad observada. La cepa ΔbdcA 
presenta una intensidad significativamente menor que la cepa salvaje (p˂0,05) indicando 
una reducción en la cantidad de BrtA en membrana. Contrariamente, la deleción de bdcG 
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Figura 7.13. Ensayo de dot blot. Este ensayo se
utilizó para determinar la cantidad de BrtA-HA
localizada sobre la membrana plasmática en
mutantes de las proteínas Lap de B.
bronchiseptica y en las posibles diguanilato
ciclasas que podrían regular el sistema. Para el
revelado del dot blot se utilizaron anticuerpos
específicos anti-HA. Para el revelado se utilizó
un equipo Odyssey CLx (LI-COR). Para la
cuantificación de los resultados se utilizó el
programa Image J y se determinó la densidad
integrada de cada mancha. El promedio de cada
cepa de cada ensayo fue normalizado respecto
al valor obtenido para la cepa salvaje en ese
mismo experimento. El gráfico representa el
promedio y la desviación estándar de 3 réplicas
biológicas (5 réplicas técnicas por experimento).
* indica diferencia estadísticamente significativa
respecto de la cepa B. bronchiseptica salvaje
(p˂0,01).
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no repercutió significativamente sobre la intensidad de las manchas indicando que esta 
deleción no altera la localización de brtA en las condiciones de este ensayo. Asimismo, 
la doble deleción de bdcA y bdcG presenta diferencias significativas respecto de la cepa 
salvaje. A la luz de los resultados de este mismo experimento, esta diferencia podría estar 
originada exclusivamente por la deleción de bdcA. 
 Estos resultados constituyen una evidencia de que en las condiciones 
experimentales desarrolladas BdcA, pero no BdcG regula la localización de BrtA. 
 
Conclusiones y discusión 
 Los resultados previos al inicio de este capítulo demuestran que B. bronchiseptica 
posee un sistema de proteínas asociado a la regulación de la formación de biofilm 
análogo al sistema Lap de P. fluorescens. Previamente demostramos que las secuencias 
BB1184, BB1185 y BB1186 codifican para LapD, LapG y BrtA en B. bronchiseptica. En 
el capítulo final de esta tesis, realizamos el análisis del rol del segundo mensajero c-di-
GMP en el control de este grupo de proteínas. 
 En primer lugar, evaluamos la hipótesis de que LapDBb es un factor necesario para 
la regulación de la formación de biofilm a través de c-di-GMP. Los resultados mostraron 
que en presencia de 2,0 mM de ácido nicotínico la sobreexpresión de la diguanilato 
ciclasa BdcA en el entorno de la cepa ∆lapD no fue capaz de inducir un aumento en los 
niveles de biofilm como lo hace en la cepa salvaje. Esto confirmaría que en esta condición 
el sistema Lap sería el principal sistema de regulación de la formación de biofilm a través 
de c-di-GMP. En otras condiciones de cultivo los resultados obtenidos fueron diferentes. 
En 0,5 mM de ácido nicotínico la sobreexpresión de BdcA generó aumentos en la 
formación de biofilm tanto en la cepa salvaje como en la cepa ∆lapD. Por un lado, este 
resultado confirma que en esta condición existen mecanismos de regulación de la 
formación de biofilm mediados por c-di-GMP224. Por otro lado, sugiere que esos 
mecanismos serían independientes de LapDBb. Como conclusión de esta parte del 
capítulo, demostramos que LapDBb es importante para la formación de biofilm en las 
mismas condiciones en las que previamente habíamos demostrado que el rol de LapG y 
BrtA era más importante.  
Posteriormente nos enfocamos en la búsqueda de diguanilato ciclasas 
involucradas de manera directa en la regulación de la formación de biofilm a través de 
LapD, LapG y BrtA. En primer lugar, realizamos un análisis in sílico del genoma de B. 
bronchiseptica en búsqueda de secuencias con dominios GGDEF que pudieran codificar 
para diguanilato ciclasas. Utilizando dos estrategias diferentes, el análisis arrojó como 
resultado la presencia de 14 secuencias con dominios GGDEF en el genoma de B. 
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bronchiseptica RB50 (Tabla 7.1). No resulta sorprendente que muchas de estas 
secuencias presenten, además del dominio GGDEF, dominios asociados involucrados 
en la unión a ligandos (PAS, GAF, CACHE, etc.). Esto permite inferir que, en B. 
bronchiseptica, la red de regulación a través de c-di-GMP está involucrada en la 
trasducción de señales ambientales en respuestas fisiológicas306. El número de posibles 
diguanilato ciclasas codificadas en el genoma de B. bronchiseptica da cuenta de la 
existencia de un sofisticado mecanismo de control en torno a los procesos regulados por 
este segundo mensajero. 
 En particular nuestro objetivo se direccionó hacia la búsqueda de aquella o 
aquellas diguanilato ciclasas involucradas en la regulación de la formación de biofilm a 
través de las proteínas Lap. En la bacteria Pectobacterium atrosepticum, las secuencias 
codificantes para proteínas Lap se encuentran cerca de la secuencia codificante de la 
diguanilato ciclasa ECA3270265. Por el contrario, en el genoma de B. bronchiseptica, al 
igual que en P. fluorescens o P. putida, no hay secuencias codificantes para proteínas 
GGDEF en las cercanías de las secuencias lapD, lapG y brtA. De esta manera 
descartamos la cercanía en el genoma como un criterio de elección para una posible 
diguanilato ciclasa involucrada en el control de las proteínas Lap. 
 Con el objetivo de buscar un método que nos permitiera analizar el mayor número 
de secuencias posible, desarrollamos una estrategia de expresión heteróloga. Esta 
estrategia se basó en la expresión de proteínas con dominios GGDEF de B. 
bronchiseptica en la cepa P. fluorescens Δ4DGC en la cual reemplazamos la LapD propia 
de P. fluorescens por la LapD de B. bronchiseptica. Nuestra hipótesis sostenía que sólo 
aquellas diguanilato ciclasas que fueran capaces de interaccionar correctamente con 
LapDBb generarían un aumento en la formación de biofilm semejante al que produce la 
diguanilato ciclasa de P. fluorescens GcbC en la cepa Δ4DGC. Como resultado de estos 
experimentos no logramos encontrar una proteína que indujera aumentos en la formación 
de biofilm como los que esperábamos. 
 Navarro et al. demostraron que la interacción entre LapDPf y LapGPf depende del 
motivo GWxQ localizado en la porción periplasmática de LapDPf139. El residuo de 
triptófano (W) de este motivo es parte de una superficie que se encuentra expuesta al 
periplasma y accesible a LapGPf cuando LapDPf une c-di-GMP al otro lado de la 
membrana139. Tal como demostramos en el Capítulo 2, LapDBb tiene conservado el 
motivo GWxQ. Sin embargo, en este capítulo encontramos que la zona adyacente al 
motivo GWxQ es diferente en LapDBb y LapDPf. Una interacción poco eficiente entre 
LapDBb y LapGPf podría explicar el hecho de que ninguna proteína GGDEF fue capaz de 
generar grandes aumentos en la formación de biofilm en P. fluorescens (Figura 7.4). Una 
manera de superar este obstáculo y poder utilizar este sistema como método de análisis 
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para diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica podría ser reemplazar la porción 
periplasmática de LapDBb por la de LapDPf de manera tal de no comprometer la 
interacción LapD-LapG. Este diseño experimental será evaluado en el futuro para poder 
realizar un análisis de todas las diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica. 
 Otras posibles explicaciones al resultado de este experimento podrían ser que la 
interacción entre LapDBb y las diguanilato ciclasas o bien la activación misma de la enzima 
precise de algún factor que no esté presente en P. fluorescens. Otro escenario posible 
sería que LapDBb no esté presente en la misma cantidad que LapDPf. Si bien la secuencia 
lapDBb fue clonada bajo el promotor nativo de lapDPf, podría suceder que LapDBb fuera 
menos estable que LapDPf y por ende hubiera menor cantidad de la proteína heteróloga. 
 Frente a la gran cantidad de incógnitas que podrían explicar el resultado obtenido 
decidimos abandonar esta estrategia y buscar métodos alternativos para avanzar en la 
búsqueda de diguanilato ciclasas que regularan el sistema Lap en B. bronchiseptica. 
 Para avanzar en nuestra búsqueda de diguanilato ciclasas involucradas en la 
regulación de la formación de biofilm a través de LapD en B. bronchiseptica nos 
propusimos un abordaje bioinformático para buscar candidatos a interaccionar con la 
hélice-α del dominio EAL de LapDBb. Con este objetivo modelamos los dominios GGDEF 
de todas las posibles diguanilato ciclasas de membrana que habíamos encontrado 
previamente. Como resultado de este análisis encontramos que el domino GGDEF de 
BdcG presentaba una forma y distribución de carga compatible con la interacción con el 
dominio EAL de LapDBb. 
 BdcA fue otra diguanilato ciclasas analizada debido a que presenta una estructura 
de dominios igual a GcbC de P. fluorescens. 
 Los resultados de los experimentos de BACTH confirmaron que tanto 
BdcA como BdcG son capaces de interaccionar físicamente con LapDBb. La diferencia en 
magnitud en los valores de actividad β-galactosidasa de la interacción LapDBb-BdcA y 
LapDBb-BdcG podrían dar cuenta de una diferente afinidad entre las proteínas 
mencionadas en las condiciones analizadas. 
A partir de los resultados de BACTH surgió la necesidad de demostrar si BdcG 
presentaba actividad diguanilato ciclasa. En experimentos de expresión heteróloga no 
fue posible demostrar que BdcG fuera una diguanilato ciclasa activa (Figuras 7.6 y 7.9), 
sin embargo, los experimentos de sobreexpresión en B. bronchiseptica sí lo sugieren 
(Figura 7.10). La sobreexpresión de BdcG indujo un leve aumento en la formación de 
biofilm en condiciones de cultivo con 0 mM, 2,0 mM y 4,0 mM de ácido nicotínico. Esto 
indicaría que en B. bronchiseptica BdcG sí es una diguanilato ciclasa activa. 
A partir de los resultados de BACTH surgió la necesidad de demostrar si BdcG 
presentaba actividad diguanilato ciclasa. En experimentos de expresión heteróloga no 
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fue posible demostrar que BdcG fuera una diguanilato ciclasa activa (Figuras 7.4 y 7.9), 
sin embargo, los experimentos de sobreexpresión en B. bronchiseptica sí lo sugieren 
(Figura 7.9). La sobreexpresión de BdcG indujo un leve aumento en la formación de 
biofilm en condiciones de cultivo con 0 mM, 2,0 mM y 4,0 mM de ácido nicotínico. Esto 
indicaría que en B. bronchiseptica BdcG sí es una diguanilato ciclasa activa. 
Dado que BdcG y BdcA son diguanilato ciclasas activas en B. bronchiseptica y 
que interaccionan con LapDBb, postulamos que la presencia de BrtA en membrana 
externa se encuentra regulada por la actividad de ambas enzimas. Así, ante alguna señal 
aún desconocida, BdcG y BdcA generarían c-di-GMP que se uniría a LapDBb evitando 
que BrtA sea clivada y liberada al medio extracelular. De esta manera B. bronchiseptica 
en estas condiciones formaría biofilm. Por el contrario, en ausencia de actividad 
diguanilato ciclasa por parte de estas enzimas, BrtA sería clivada por LapGBb y B. 
bronchiseptica no formaría biofilm. Si el modelo es correcto, la deleción de bdcA o bdcG 
debería inducir un fenotipo similar al de situaciones de baja actividad de las enzimas 
como por ejemplo la disminución en la formación de biofilm. 
La observación directa de los biofilms formados sobre vidrio y en tubos de 
microcentrífuga muestra una clara reducción en la capacidad de formación de biofilm 
como consecuencia de la deleción de bdcA. La deleción de bdcG, por el contrario, no 
generó defectos en la formación de biofilm en ninguna de las condiciones evaluadas. 
Asimismo, al evaluar el impacto de estas deleciones sobre la localización de BrtA se vio 
que, mientras que la cepa ∆bdcA presentó una cantidad menor de BrtA en membrana la 
cepa ∆bdcG no presentó alteraciones. 
Este resultado plantea la incógnita de cuál es el rol de BdcG en el mecanismo de 
regulación de las proteínas Lap. La Figura 7.9 muestra que la sobreexpresión de BdcG 
generó cambios en las características macroscópicas del biofilm en 2,0 mM y 4,0 mM de 
ácido nicotínico. Si bien sabemos que en estas condiciones las proteínas Lap son 
importantes para la regulación de la formación de biofilm a través de c-di-GMP (Figura 
7.1), no podemos asegurar que ese aumento de biofilm sea a través de LapD, LapG y 
BrtA. Para demostrar esto sería importante sobre expresar BdcG en el entorno de la cepa 
B. bronchiseptica ∆lapD. Si el aumento observado en la formación de biofilm en la Figura 
7.9 es a través de LapD, en esta cepa no deberíamos ver ese aumento. Asimismo, 
también será importante introducir una mutación puntual en el sitio activo de BdcG a fin 
de confirmar que el aumento en la formación de biofilm se da como consecuencia de su 
actividad diguanilato ciclasa. 
Las herramientas bioinformáticas utilizadas no nos permitieron determinar si 
BdcG presenta otros dominios además del dominio GGDEF. El alineamiento de la 
secuencia aminoacídica de BdcG contra toda la base de datos de proteínas de NCBI, no 
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nos llevó a resultados que nos permitieran avanzar en la caracterización de esta proteína. 
Dado que las proteínas del metabolismo de c-di-GMP suelen participar de mecanismos 
de transducción de señales, es posible que BdcG sense alguna señal que no está 
presente en las condiciones de cultivo en las que fueron realizados los experimentos. 
Esto podría explicar el hecho de que, si bien BdcG interacciona con LapDBb en el entorno 
de BACTH, la sobreexpresión en B. bronchiseptica sólo generó un leve aumento en la 
formación de biofilm. Giacalone et al. demostraron que GcbC aumenta su actividad y 
afinidad por LapDPf en presencia de citrato143. Por lo tanto, BdcG también podría necesitar 
una señal específica para aumentar su actividad. Asimismo, en este contexto cabe 
destacar que el resultado que demuestra que BdcG interacciona con LapDBb fue realizado 
en un sistema heterólogo (la cepa E. coli BTH101). Este resultado no nos permite 
asegurar que en las condiciones en las que realizamos nuestros experimentos con B. 
bronchiseptica LapDBb y BdcG efectivamente interaccionen. No podemos descartar que 
la interacción entre LapDBb y BdcG se produzca en condiciones que no fueron 
reproducidas en nuestros experimentos y por ese motivo no logramos demostrar que 
BdcG influya en la localización de BrtA. En este sentido, Dahlstrom et al., recientemente 
publicaron un análisis generalizado del rol de todas las proteínas GGDEF de P. 
fluorescens en presencia de 188 nutrientes diferentes124. Este trabajo demuestra que 
mientras la deleción de una diguanilato ciclasa especifica puede no generar 
consecuencias en una determinada condición, la misma deleción puede ser crítica 
simplemente modificando la fuente de carbono o nitrógeno del medio de cultivo. El 
mencionado trabajo, también muestra que la deleción de la gran mayoría de las proteínas 
GGDEF de P. fluorescens presenta defectos en la formación de biofilm en alguna de las 
condiciones de cultivo estudiadas124. Considerando que ese trabajo incluyó el análisis de 
188 condiciones diferentes, esto da cuenta de lo sofisticada y finamente regulada que 
está la red de regulación a través de c-di-GMP. 
En conclusión, a lo largo de este capítulo hemos presentado evidencia que 
sustenta la hipótesis de que c-di-GMP regula la formación de biofilm a través de las 
proteínas Lap en B. bronchiseptica. Hemos profundizado en detalles mecanísticos de 
este proceso y determinado que las diguanilato ciclasas BdcA y BdcG interaccionan 
físicamente con LapDBb. Asimismo, demostramos que en las condiciones experimentales 
utilizadas BdcA controla la localización de BrtA y así regula la formación de biofilm. 
Finalmente, el hecho de que la cepa B. bronchiseptica ∆bdcG no haya presentado 
diferencias en comparación a la cepa salvaje no implica que esta proteína no sea 
relevante en la fisiología de esta bacteria, sino que será necesario buscar alternativas 
experimentales para encontrar alguna condición en la que sí sea importante. 
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Conclusiones generales 
 Los trabajos de Irie et al. y Misrha et al. publicados casi en simultáneo en los años 
2004 y 2005 dieron el puntapié inicial para el estudio de la formación de biofilm en 
bacterias del género Bordetella197,223. Desde ese momento diversos grupos de 
investigación han descripto el rol de adhesinas, exopolisacáridos, ADN extracelular y 
otros componentes en la formación de biofilm227,230,236,240,307,308 pero ninguno se ha 
enfocado en el estudio de los mecanismos de señalización interna que dirigen estos 
procesos. En el año 2013 nuestro grupo de investigación publicó un artículo en el cual se 
describió el rol del segundo mensajero c-di-GMP en la regulación de la formación de 
biofilm y movilidad de B. bronchiseptica. En ese trabajo se demostró que el aumento en 
los niveles de c-di-GMP generados por la sobre expresión de la diguanilato ciclasa BdcA 
generaba un aumento en la formación de biofilm y una reducción en la movilidad de B. 
bronchiseptica224. Los resultados de ese trabajo constituyen la primera evidencia del rol 
de este segundo mensajero en la biología de esta bacteria y sentó las bases para el 
comienzo de este trabajo de Tesis Doctoral. Este proyecto surgió con el objetivo de 
determinar cuáles eran los mecanismos moleculares que se encontraban detrás de la 
regulación de la formación de biofilm descripta por Sisti et al.224. 
 Diversos trabajos han demostrado la capacidad de bacterias del género Bordetella 
de formar biofilm in vivo201,207,236,307. Además, diversos autores postulan que esta habilidad 
estaría asociada a la capacidad de las especies de este género de persistir en sus 
huéspedes durante largos períodos de tiempo197,223,227,232,307. Frente a este contexto, el 
estudio de los mecanismos moleculares que dirigen la formación de biofilm a través de 
c-di-GMP puede aportar herramientas para comprender procesos vitales de la 
patogénesis de estas bacterias. 
 La búsqueda inicial de qué factores podrían estar detrás del proceso de regulación 
mediado por c-di-GMP nos llevó hasta un grupo de genes cuyo rol en la formación de 
biofilm estaba bien estudiado en otras bacterias. Las secuencias BB1184, BB1185 y 
BB1186 presentaban características estructurales y de secuencia compartidas con LapD, 
LapG y LapA de P. fluorescens. A través de un plan de investigación que combinó el uso 
de herramientas de microbiología, biología molecular y bioinformática logramos 
determinar que los genes encontrados corresponden a la adhesina BrtA, la proteasa 
LapG y el sensor de c-di-GMP LapD en B. bronchiseptica. 
 El sistema de dos componentes BvgAS constituye el regulador maestro de 
muchos de los factores de virulencia en Bordetella144. Asimismo, los trabajos pioneros de 
Irie et al. y Mishra et al. demostraron que la formación de biofilm está controlada por el 
sistema BvgAS197,223. Frente a esta evidencia, resultaba indispensable abordar el estudio 
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de las proteínas Lap en relación con sistema BvgAS. Por este motivo, para el desarrollo 
de los experimentos utilizamos condiciones de cultivo que abarcaban todas las fases de 
virulencia de B. bronchiseptica. 
Nuestros resultados indican que las proteínas Lap de B. bronchiseptica serían el 
mecanismo de regulación de biofilm a través de c-di-GMP más importante en condiciones 
de cultivo en las que no se expresan los factores de virulencia vag. Este resultado sugiere 
que las proteínas Lap podrían tener un rol fundamental en la formación de biofilm en 
condiciones en las que el sistema de dos componentes se encuentra modulado. 
Históricamente se ha considerado que la fase avirulenta (Bvg-) de Bordetella (aquella en 
la cual el sistema BvgAS está modulado) no es necesaria durante el proceso de 
infección173. Los primeros estudios con cepas bloqueadas en fase Bvg+ y Bvg- 
demostraron que la fase Bvg+ es necesaria y suficiente para el desarrollo de infecciones 
mientras que el bloqueo en fase Bvg- resulta perjudicial para el establecimiento de la 
infección173. El modelo tradicional considera a la fase Bvg+ como la fase en la cual la 
bacteria se encontraría in vivo y a la fase Bvg- como la condición en la que la bacteria se 
encontraría en el ambiente144. Sin embargo, en los últimos años se ha presentado 
evidencia que pone en jaque el antiguo concepto de que la fase Bvg- no es necesaria 
durante la infección. En estudios recientes se ha demostrado que algunos genes fase 
avirulenta se expresarían in vivo durante el transcurso de una infección287. Esta nueva 
evidencia hace replantear antiguas nociones sobre la biología de Bordetella y el rol de 
las fases de virulencia en este contexto. Frente a este panorama, resulta inapropiado 
arriesgar si el rol la adhesina BrtA sería más importante in vivo o ex vivo. 
Nuestros resultados de ensayos de colonización en ratones demostraron que la 
sobreexpresión de LapG redujo la capacidad de colonización de B bronchiseptica 
mientras que la deleción de lapG indujo una capacidad de colonización superior en 
comparación a la cepa salvaje. Esta evidencia sustenta la hipótesis de un rol de las 
proteínas Lap in vivo. Otros resultados sustentan la hipótesis de que BrtA también podría 
ser importante in vivo. Mediante ensayos de Western blot determinamos que la presencia 
de BSA y Ca+2, en concentraciones similares a las que se hallan en el epitelio respiratorio, 
generó un aumento en la secreción de BrtA. Otros autores han postulado que la 
suplementación del medio de cultivo con BSA y Ca+2 simularía condiciones 
fisiológicamente relevantes como las que Bordetella puede encontrarse durante el 
transcurso de una infección292. Este resultado podría sugerir que BrtA tendría un rol 
durante el proceso de infección. La porción secretada de BrtA podría contribuir a la 
formación de biofilm o bien participar de otros procesos. Las adhesinas FHA y fimbria, 
están involucradas en la formación de biofilm pero también tienen funciones 
inmunomoduladoras309,310. Hasta el momento no ha sido descripto en ninguna bacteria el 
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rol de la porción liberada de proteínas tipo LapA. Por lo tanto, esto constituye un área 
interesante para profundizar en el futuro. 
En la parte final de este trabajo nos enfocamos en determinar qué diguanilato 
ciclasas podrían regular de manera específica el funcionamiento de las proteínas Lap en 
B. bronchiseptica. Esta parte del trabajo nos llevó a profundizar la utilización de 
herramientas bioinformáticas y de modelado molecular. Gracias a este enfoque, 
postulamos que la posible diguanilato ciclasa BdcG podría interactuar físicamente con 
LapD. Asimismo, la estructura de dominios de BdcA y la relación encontrada entre la 
sobre expresión y la formación de biofilm por Sisti et al.224 y en este trabajo, sugerían que 
esta diguanilato ciclasa también podría interactuar con LapD. 
Los resultados de BACTH demostraron que ambas diguanilato ciclasas son 
capaces de interaccionar con LapD. Esta capacidad de interacción sugiere que tanto 
BdcA como BdcG podrían regular la localización de la adhesina BrtA a través de LapD-
LapG. Experimentos de formación de biofilm sobre diferentes superficies y experimentos 
de dot blot demostraron que, en las condiciones estudiadas, sólo BdcA y no BdcG regula 
la formación de biofilm y la localización de la adhesina BrtA. Estos resultados nos llevaron 
a preguntarnos por qué BdcG podría interactuar con LapD si no regula la localización de 
BrtA. P. fluorescens tiene 4 diguanilato ciclasas que, en medio de cultivo mínimo, 
conteniendo glicerol y triptona como fuente de carbono y nitrógeno regulan la formación 
de biofilm: WspR, GcbA, GcbB y GcbC273. Sin embargo, sólo GcbC y GcbB regulan la 
localización de LapA; WspR y GcbA actúan a través de mecanismos aún no descriptos. 
La deleción de otras 19 posibles diguanilato ciclasas, en esas mismas condiciones no 
genera ningún efecto sobre la formación de biofilm, mientras que la deleción de otras 6 
diguanilato ciclasas aumenta la formación de biofilm273. Trabajos como éste, donde se 
aborda el estudio de los procesos regulados por c-di-GMP de manera sistemática y 
generalizada ponen en evidencia la existencia de mecanismos de regulación altamente 
sofisticados detrás de este segundo mensajero. Frente a este escenario complejo, no 
resulta extraño que, en las condiciones experimentales ensayadas, la diguanilato ciclasa 
de B. bronchiseptica BdcG no presente un fenotipo diferente al de la cepa salvaje. 
Nuestros resultados sugieren que BdcG podría regular la localización de la adhesina 
BrtA, sin embargo, será necesario ampliar el número de condiciones experimentales 
hasta dar con aquella en la que esta diguanilato ciclasa sea necesaria para la regulación 
de la formación de biofilm. 
 Cuando en el año 2013 nuestro grupo de investigación describió que c-di-GMP 
regulaba la formación de biofilm en B. bronchiseptica, se abrió un camino de preguntas 
en torno a cuáles eras los mecanismos moleculares detrás de los fenotipos regulados por 
este segundo mensajero. Los resultados de este trabajo de tesis aportan nueva evidencia 
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para seguir transitando el camino de la descripción del rol de c-di-GMP en la biología de 
esta bacteria. A partir de los resultado mostrados a lo largo de esta Tesis Doctoral es 
posible considerar que la regulación de la formación de biofilm dependiente de c-di-GMP, 
en B. bronchiseptica, sigue un modelo como el de la Figura 8.1. 
 
 
 
(i) la proteína integral de membrana LapD es regulada en forma específica por la 
diguanilato ciclasa BdcA. La regulación de LapD por parte de BdcA podría desarrollarse 
de dos maneras diferentes o complementarias. El primer escenario sugiere que LapD y 
BdcA sólo interaccionarían como respuesta a una señal ambiental que sería sensada por 
BdcA (probablemente a través de su dominio periplasmático CACHE). Esta señal, 
sumada a la interacción física LapD-BdcA activaría a la diguanilato ciclasa. Un segundo 
escenario posible es que BdcA y LapD interaccionen de forma constitutiva. En presencia 
LapG
LapG
¿?
Biofilm NO Biofilm
BdcA BdcG
(i)
(ii)
(iii)
(in vitro)
AN + BSA + Ca+2
citoplasma
exterior
(iv)
(v)
(vi)
Figura 8.1. Esquema del funcionamiento del sistema Lap de B. bronchiseptica postulado a partir de los resultado 
obtenido en este trabajo de tesis.
CHACHE
¿?
CHACHE
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de esta hipotética señal (sensada por BdcA) esta interacción podría verse fortalecida lo 
cual a su vez podría aumentar la actividad de BdcA. En cualquiera de los dos casos 
planteados la interacción física LapD-BdcA sumado a la activación de la diguanilato 
ciclasa generaría un aumento local en los niveles de c-di-GMP en las cercanías de LapD. 
(ii) frente al aumento de los niveles de c-di-GMP LapD adopta una conformación que le 
permite mantener retenida a la proteasa periplasmática LapG al otro lado de la membrana 
interna. (iii) de esta manera, la adhesina BrtA es mantenida sobre la superficie celular y 
contribuye con la capacidad de la bacteria de formar biofilm. (iv) frente a cambios en el 
ambiente que generen la desaparición de la hipotética señal o bien la aparición de una 
señal inhibitoria, el sistema podría responder modificando la actividad de BdcA o la 
afinidad BdcA-LapD. En estas condiciones BdcA podría no interaccionar físicamente con 
LapD o bien inhibir su actividad diguanilato ciclasa o ambas cosas de manera que los 
niveles de c-di-GMP en el entorno de LapD se reducirían. (v) Frente a este cambio, LapD 
ya no podría mantener retenida a LapG al otro lado de la membrana plasmática. (vi) la 
proteasa LapG difunde libremente por el periplasma hasta clivar el extremo N-terminal de 
BrtA de manera tal de liberarla de la membrana plasmática. En esta condición B. 
bronchiseptica pierde a una adhesina importante para la formación de biofilm. Esta 
condición podría representar la respuesta a dos situaciones diferentes. Por un lado, 
podría permitir a una bacteria que está formando parte de un biofilm, desprenderse y 
retornar al medio en búsqueda de nuevos nichos de colonización. Otra posibilidad es que, 
en una bacteria planctónica, esta condición inhiba su capacidad de adhesión a la 
superficie y desarrollo de biofilm. En este modelo, aún resulta impreciso cuál sería el rol 
de la diguanilato ciclasa BdcG en el control del funcionamiento de las proteínas Lap. Tal 
como mencionamos anteriormente, su rol más importante podría estar dado en 
condiciones de cultivo diferentes de las evaluadas durante nuestros experimentos. 
 Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral han dado 
respuestas para incorporar nuevos elementos al modelo de funcionamiento de la 
regulación de la formación de biofilm mediada por c-di-GMP en B. bronchiseptica. 
Asimismo, estas respuestas han abierto las puertas a nuevas preguntas que deberán ser 
abordadas en el futuro para desentrañar el complejo mecanismo de regulación 
gobernado por c-di-GMP. 
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Plásmidos 
La siguiente tabla presenta en forma detallada los vectores y las construcciones 
utilizadas y realizadas durante este trabajo. 
Tabla 9.1. Vectores y construcciones utilizadas en el presente trabajo. Entre paréntesis se indican las resistencias a 
antibióticos que confiere cada vector (Kanamicina= KmR; Gentamicina= GmR; Carbenicilina= CbR; Ampicilina= AmpR). 
Nombre Detalles Descripción Referencia 
pK18mob-sacB pK18mob-sacb (KmR) 
Vector de reemplazo alélico; no replicativo en B. 
bronchiseptica 
311 
pK18mob-L1L2 pK18mob-L1L2 (KmR) Construcción usada para la deleción limpia de brtA 
312 
(este trabajo) 
pMQ72 pMQ72 (GmR) Vector de expresión en P. fluorescens 313 
pMQ30 (GmR) 
Vector de reemplazo alélico; no replicativo en B. 
bronchiseptica 
313 
pMQ72-lapDPf 
pMQ72-PBAD-lapDPf 
(GmR) 
lapD de P. fluorescens clonada en pMQ72 84 
pMQ72-lapDBb 
pMQ72-PBAD-lapDBb 
(GmR) 
lapD de B. bronchiseptica (BB1184) clonada en pMQ72 
312 
(este trabajo) 
pMQ72-lapGPf 
pMQ72-PBAD-lapGPf 
(GmR) 
lapG de P. fluorescens clonada en pMQ72 276 
pMQ72-lapGBb 
pMQ72-PBAD-lapGBb 
(GmR) 
lapG de B. bronchiseptica (BB1185) clonada en pMQ72 
312 
(este trabajo) 
pMQ72-n-term-
brtA 
pMQ72-PBAD-n-term-
brtA (GmR) 
Porción N-terminal de BrtA fusionada a una marca de HA 
312 
(este trabajo) 
pBBR1-MCS5 (GmR) Vector replicativo en B. bronchiseptica 314 
pvacío 
pBBR1-MCS5-PnptII 
(GmR) 
Vector pBBR1-MCS5 con promotor PnptII corriente arriba del 
sitio de clonado múltiple 
224 
plapGBb 
pBBR1-MCS5-PnptII -
lapGBb (GmR) 
lapGBb (BB1185) clonada en el vector pBBR1-MCS5 bajo el 
control del promotor PnptII 
312 
(este trabajo) 
pGFLIP (KmR, AmpR) 
Vector con gfp bajo control de promotor nptII flanqueado 
por secuencias Tn7 
315 
pGFLIP-PnptII (KmR, AmpR) Promotor PnptII clonado en el vector pGFLIP 
312 
(este trabajo) 
pGFLIP- PnptII-
lapGBb 
(KmR, AmpR) 
lapGBb (BB1185) clonada bajo el control del promotor PnptII 
en el vector pGFLIP 
312 
(este trabajo) 
pK18mobF1F2 (KmR) Construcción usada para la deleción limpia de lapGBb 
312 
(este trabajo) 
pbdcA 
pBBR1-MCS5-PnptII -
bdcA (GmR) 
diguanilato ciclasa BdcA (BB3576) clonada el vector pBBR1-
MCS5 bajo el control del promotor PnptII 
224 
pMQ30N1N2bis (GmR) 
Construcción usada para la deleción limpia de lapDBb 
(BB1184) 
Este trabajo 
pMQ72-gcbC 
pMQ72-PBAD-gcbC 
(GmR) 
diguanilato ciclasa GcbC de P. fluorescens clonada en el 
vector pMQ72 
273 
pMQ72-bdcA 
pMQ72-PBAD-bdcA 
(GmR) 
diguanilato ciclasa BdcA de B. bronchiseptica clonada en el 
vector pMQ72 
224 
pMQ72-bdcB 
pMQ72-PBAD-bdcB 
(GmR) 
diguanilato ciclasa BdcB de B. bronchiseptica clonada en el 
vector pMQ72 
(este trabajo) 
pMQ72-bdcC 
pMQ72-PBAD-bdcC 
(GmR) 
diguanilato ciclasa BdcC de B. bronchiseptica clonada en el 
vector pMQ72 
stock 
laboratorio 
(sin publicar) 
pMQ72-bdcD 
pMQ72-PBAD-bdcD 
(GmR) 
diguanilato ciclasa BdcD de B. bronchiseptica clonada en el 
vector pMQ72 
stock 
laboratorio 
(sin publicar) 
pMQ72-bdcG 
pMQ72-PBAD-bdcG 
(GmR) 
diguanilato ciclasa BdcG de B. bronchiseptica clonada en el 
vector pMQ72 
stock 
laboratorio 
(sin publicar)  
pMQ30F1lapDBbF2 (GmR) 
Construcción usada para la incorporación de lapDBb al 
genoma de P. fluorescens 
Este trabajo 
pKNT25 (KmR) Vector de expresión usado en experimentos de B2H 316 
pUT18 (CbR) Vector de expresión usado en experimentos de B2H 316 
pUT18-lapDBb (CbR) LapDBb clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pUT18-bdcA (CbR) BdcA clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pUT18-bdcG (CbR) BdcG clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pKNT25-lapDBb (KmR) LapDBb clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pKNT25-bdcA (KmR) BdcA clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pKNT25-bdcG (KmR) BdcG clonada para experimentos de B2H Este trabajo 
pKT25-zip (KmR) Control positivo B2H 316 
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pUT18C-zip (CbR) Control positivo B2H 316 
pMQ30F1KmF2 
(3576) 
(GmR) Construcción usada para interrupción de bdcA 
stock 
laboratorio 
(sin publicar) 
pMQ30A1A2 (GmR) Construcción usada para deleción limpia de bdcG Este trabajo 
pMQ30X1HAX2 (GmR) 
Construcción usada para introducir fusión transcripcional de 
HA en brtA 
Este trabajo 
pTNS3  Vector de expresión de la transposasa Tn7 
Stock 
laboratorio 
pTinyLapA (GmR) 
Vector que contiene la secuencia del epitope de 
hemaglutinina 
Stock 
laboratorio 
 
Organismos utilizados 
Bordetella bronchiseptica 
Condiciones de cultivo. Todas las cepas B. bronchiseptica utilizadas en este trabajo 
fueron aisladas a partir de un stock almacenado a -80ºC. 
(i) Medio líquido. Para el cultivo de las cepas de B. bronchiseptica en medio líquido se 
utilizó el medio de cultivo definido SS (Sainer-Scholte)317. La incubación de cultivos en 
medio líquido fue realizada a 37ºC con agitación (160 rpm).  
(ii) Medio de cultivo sólido. Para el cultivo de cepas de B. bronchiseptica en medio 
sólido se utilizó el mismo medio SS suplementado con Complemento y sangre de carnero 
desfibrinada 10% v/v (SS-sangre) y se adicionó agar hasta una concentración final de 
3,0% p/v. Para el cultivo en medio sólido también se utilizó BGA (Bordet Gengou Agar; 
marca Difco) suplementado con sangre de carnero desfibrinada 10% v/v. La incubación 
de repiques en medio sólido fue realizada a 37ºC durante 48-72 horas. 
Cepas. Para el desarrollo de este trabajo se utilizó la cepa B. bronchiseptica 9.73 H+, un 
aislamiento de conejo caracterizado originalmente como LPS liso, BvgAS+, AC +, PRN+, 
FHA+, StrR245. Todas las modificaciones genéticas (deleciones y sobre expresiones) 
fueron realizadas sobre el mencionado aislamiento. Las cepas utilizadas y desarrolladas 
durante el transcurso de este trabajo se detallan en la siguiente tabla: 
 
Tabla 9.2. Cepas de B. bronchiseptica utilizadas para el desarrollo de este trabajo. 
# Nombre Descripción Referencia 
1 Bb salvaje B. bronchiseptica 9.73H+ (cepa salvaje) 245 
2 Bb ΔbrtA (ΔBB186) Deleción limpia brtA 312(este trabajo) 
3 Bb pvacío Bb pBBR1-MCS5-PnptII  224 
4 Bb plapGBb Bb pBBR1-MCS5-PnptII-lapGBb 312(este trabajo) 
5 Bb-GFP Bb::gfp::nptII 312(este trabajo) 
6 Bb-GFP-LapGBb (BB1185) Bb::gfp::nptII::lapGBb 312(este trabajo) 
7 Bb ∆lapG Deleción limpia lapG 312(este trabajo) 
8 Bb ∆lapG pvacío Bb ∆lapGBb pBBR1-MCS5-PnptII 312(este trabajo) 
9 Bb ∆lapG plapGBb Bb ∆lapGBb pBBR1-MCS5 PnptII lapGBb 312(este trabajo) 
10 Bb ∆lapD Deleción limpia lapDBb Este trabajo 
11 Bb ∆lapD pvacío Bb ∆lapDBb pBBR1-MCS5-PnptII Este trabajo 
12 Bb pbdcA Bb pBBR1-MCS5-PnptII-bdcA 224 
13 Bb ∆lapD pbdcA Bb ∆lapDBb pBBR1-MCS5-PnptII-bdcA Este trabajo 
14 Bb ∆bdcA Bb bdcA::Km stock laboratorio (sin publicar) 
15 Bb ∆bdcG Bb ∆bdcG Este trabajo 
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16 Bb ∆bdcA ∆bdcG Bb bdcA::Km ∆bdcG Este trabajo 
17 Bb-HA B. bronchiseptica salvaje con marca HA en BrtA Este trabajo 
18 Bb ∆lapG-HA Bb ∆lapG con marca HA en BrtA Este trabajo 
19 Bb ∆lapD-HA Bb ∆lapD con marca HA en BrtA Este trabajo 
20 Bb ∆bdcA-HA Bb bdcA::Km con marca HA en BrtA Este trabajo 
21 Bb ∆bdcG-HA Bb ∆bdcG con marca HA en BrtA Este trabajo 
22 Bb ∆bdcA ∆bdcG-HA Bb bdcA::Km ∆bdcG con marca HA en BrtA Este trabajo 
 
Pseudomonas fluorescens 
Condiciones de cultivo. Las cepas de P. fluorescens fueron aisladas a partir de un stock 
almacenado a -80ºC. Para el aislamiento se utilizó LB (lysogeny broth) sólido y las placas 
fueron incubadas a 30ºC durante 16 horas. Para la realización de cultivos líquidos se 
utilizó medio LB. Los cultivos fueron incubados a 30ºC, durante 16 horas con agitación 
(160 rpm). 
Cepas. Las cepas de P. fluorescens utilizadas a lo largo de presente trabajo se detallan 
en la siguiente tabla: 
 
Tabla 9.3. Cepas de Pseudomonas fluorescens utilizadas en este trabajo. 
# Nombre Descripción Referencia 
1 Pf pMQ72 
P. fluorescens 01; cepa salvaje con control de carga de 
plásmido 
293 
2 Pf ∆lapD pvacío Pf ∆lapD pMQ72 84 
3 Pf ∆lapD plapDPf Pf ∆lapD pMQ72-lapDPf 84 
4 Pf ∆lapD plapDBb Pf ∆lapD pMQ72-lapDBb este trabajo 
5 Pf ∆lapG plapGPf Pf ∆lapG pMQ72-lapGPf 140 
6 Pf ∆lapG plapGBb Pf ∆lapG pMQ72-lapGBb este trabajo 
7 Pf ∆4DGC pMQ72 Pf ∆wspR ∆gcbA ∆gcbB ∆gcbC pMQ72 293 
8 Pf ∆4DGC pgcbC Pf ∆4DGC pMQ72-gcbC 293 
9 Pf ∆4DGC pbdcA Pf ∆4DGC pMQ72-bdcA este trabajo 
10 Pf ∆4DGC pbdcG Pf ∆4DGC pMQ72-bdcG este trabajo 
11 Pf ∆4DGC pBB2790 Pf ∆4DGC pMQ72-BB2790 este trabajo 
12 Pf ∆4DGC p3114 Pf ∆4DGC pMQ72-3114 este trabajo 
13 Pf ∆4DGC p3903 Pf ∆4DGC pMQ72-3903 este trabajo 
14 Pf ∆4DGC-LapDBb Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pMQ72 este trabajo 
15 Pf ∆4DGC-LapDBb pgcbC Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pgcbC este trabajo 
16 Pf ∆4DGC-LapDBb pbdcA Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pbdcA este trabajo 
17 Pf ∆4DGC-LapDBb pbdcB Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pbdcB este trabajo 
18 Pf ∆4DGC-LapDBb pbdcC Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pbdcC este trabajo 
19 Pf ∆4DGC-LapDBb pbdcD Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pbdcD este trabajo 
20 Pf ∆4DGC-LapDBb pbdcG Pf ∆4DGC ∆lapD::lapDBb pbdcG este trabajo 
 
 
Escherichia coli 
Condiciones de cultivo. Para el cultivo de E. coli se utilizó el medio LB líquido y sólido. 
En ambos casos, los cultivos fueron incubados a 37ºC. 
Cepas. Las cepas S71-1 y DH5-α fueron utilizadas como medio de propagación de las 
construcciones genéticas indicadas en la Tabla 9.1. La cepa E. coli BTH101 fue utilizada 
para el desarrollo de los experimentos de doble híbrido en bacteria debido a que esta 
cepa es deficiente en adenilato ciclasa (cyaA). 
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Antibióticos 
 A lo largo de este trabajo se utilizaron antibióticos cada vez que el organismo 
utilizado, por su resistencia natural o para propagar un vector, lo requería. En todos los 
casos el antibiótico correspondiente fue adicionado al medio de cultivo a partir de un stock 
concentrado (1000X) almacenado a -20°C. Los stocks fueron preparados con agua 
desionizada y filtrados con filtros de 0,2 µm de tamaño de poro.  
 La cepa B. bronchiseptica 9.73H+ es naturalmente resistente a estreptomicina 
(StrR)245 por lo que este antibiótico fue utilizado en todos los ensayos que incluyeran 
cultivos con este organismo. 
 En la siguiente tabla se detallan las concentraciones de cada antibiótico utilizadas 
para cada organismo: 
 
   E. coli 
Antibióticos B. bronchiseptica P. fluorescens S17-1 DH5-α BTH101 
Gentamicina 50 30 10 10 - 
Kanamicina 80 - 25 25 50 
Estreptomicina 200a - - - 100 
Carbenicilina - - - - 50 
Tabla 9.4. Antibióticos utilizados en este trabajo. Todos los valores están expresados en unidades de µg/mL. 
“-” significa que ese antibiótico no fue utilizado para trabajar con esa cepa en este trabajo. 
a Excepto en placas de cultivo usadas para recuento de UFC en ensayos de colonización donde se usó una 
concentración de estreptomicina de 100 µg/mL. 
 
 
Conservación y almacenamiento de cepas 
 Las cepas obtenidas durante el transcurso de este trabajo fueron almacenadas 
en su medio de cultivo correspondiente suplementado con glicerol. Se utilizaron 
concentraciones de glicerol de 50% v/v y 25% v/v para el almacenamiento a -20°C y -
80°C respectivamente. 
 
Preparación de células electrocompetentes de E. coli 
La preparación de células de E. coli S17-1 y DH5-α electrocompetentes se llevó a 
cabo mediante la técnica de Tung y Chow318. Como primer paso de este protocolo, se 
realizaron aislamientos a partir de stocks almacenados a -80ºC. Estos aislamientos fueron 
realizados en medio LB sin antibióticos. En paralelo se realizaron controles en placas de 
LB suplementadas con Gm y Km. Estas placas fueron incubadas durante 24 horas a 37ºC.  
Al día siguiente se tomó biomasa de la placa de aislamiento y se inocularon 5 mL de 
medio de cultivo LB sin antibiótico. Este cultivo fue incubado durante toda la noche a 37ºC 
con agitación (160 rpm). 250 µL de este cultivo fueron utilizados para inocular 250 mL de 
medio LB. Este cultivo fue incubado a 37ºC con agitación hasta DO600= 0,6-0,8. Llegado 
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este punto, el cultivo fue enfriado en hielo durante 15 minutos y partir de este momento 
se trabajó en frío durante el transcurso de todo el protocolo. El cultivo fue centrifugado a 
5.000 xg durante 20 minutos a 4ºC, el sobrenadante fue descartado y el paquete celular 
fue resuspendido suavemente en 50 mL de glicerol estéril 10% v/v. Este lavado se repitió 
en dos oportunidades más. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 1000 µL de 
glicerol estéril 10% v/v y la suspensión bacteriana obtenida fue fraccionada de a 50 µL y 
almacenada a -80ºC hasta su utilización. Previo a su utilización se realizó un chequeo de 
la eficiencia de transformación de las electrocompetentes preparadas. Aquellos lotes que 
presentaron una eficiencia de transformación de 106-108 UFC/ng DNA fueron utilizados. 
Los lotes que presentaron eficiencias menores fueron descartados. 
 
Preparación de células electrocompetentes de P. fluorescens 
 El protocolo utilizado está basado en la descripción original de A. Smith y B. 
Iglewski para la obtención de electrocompetentes de P. aeruginosa319. 
Las células electrocompetentes de P. fluorescens fueron preparadas en el 
momento en fue necesario utilizarlas. La cepa P. fluorescens salvaje o los mutantes 
correspondientes fueron inoculados en placa de cultivo de LB a partir de los stocks 
almacenados a -80°C. Estas placas fueron incubadas durante toda la noche a 30°C. 
Colonias aisladas de estas placas fueron utilizadas para inocular 4 mL de medio de cultivo 
LB e incubado durante toda la noche a 30°C con agitación (160 rpm). Luego de esta 
incubación el cultivo fue fraccionado en partes iguales en tubos de microcentrífuga de 2 
mL. Estos tubos fueron centrifugados durante 2 minutos a 7.000 xg a temperatura 
ambiente. El sobrenadante fue descartado y el material celular de cada tubo fue 
resuspendido en 2 mL de solución estéril de sacarosa 300 mM. Luego de otro paso de 
centrifugación el material celular fue resuspendido en 1 mL y juntado en un mismo tubo. 
Posteriormente se realizó un nuevo paso de centrifugación siguiendo las indicaciones 
previas. Finalmente, el material celular fue resuspendido en 100 µL de solución de 
sacarosa 300 mM. Esta suspensión fue mantenida en hielo hasta el momento de ser 
utilizada. Para el protocolo de electroporación fueron utilizados 30 µL de suspensión.   
 
Electroporación 
Las electro transformaciones fueron llevadas a cabo utilizando un equipo Gene 
Pulser (BioRad) en cubetas de 0,2 mL utilizando las condiciones recomendadas por el 
fabricante (25 μF, 200Ω, 2,5 kV). Luego de la electro transformación se adicionó 
inmediatamente 1 mL de medio LB sin antibiótico y se incubó durante 1 hora a 37°C (E. 
coli) o 30°C (P. fluorescens), a fin de permitir la expresión de los factores de resistencia 
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a antibiótico incorporados durante la transformación. Finalmente, las células fueron 
plaquedas en medio LB conteniendo el antibiótico correspondiente e incubadas a 37°C ó 
30°C hasta el día siguiente. 
 
Conjugación 
 Este protocolo es una modificación del método de Simon et al320. Se realizó un 
aislamiento de la cepa B. bronchiseptica aceptora en medio BGA-sangre suplementado 
con Str. Esta placa fue incubada durante 72 horas a 37ºC. A las 48 horas se realizó un 
aislamiento de la cepa donadora E. coli S17-1 en medio LB sólido suplementado con el 
antibiótico correspondiente (Gm para construcciones derivadas del pMQ30, pMQ72 o 
pBBR1-MCS5 o Km para pK18mob-sacb). Esta placa fue incubada durante 16 horas a 
37ºC. Transcurrido ese período de incubación, biomasa de esta placa fue tomada para 
inocular 5 mL de medio de cultivo LB suplementado con antibiótico. Este cultivo fue 
incubado durante 6 horas a 37ºC con agitación (160 rpm). Transcurrido ese tiempo se 
tomó 1 mL de cultivo y se realizó un lavado con 1 mL de medio de cultivo LB sin 
antibiótico. Para ello, la alícuota de cultivo fue centrifugada a 2.500 xg durante 5 minutos, 
el sobrenadante de la centrifugación fue descartado y el paquete celular fue suavemente 
resuspendido en LB sin antibiótico. Biomasa proveniente de la placa de cultivo de B. 
bronchiseptica fue resuspendida suavemente en el mismo tubo conteniendo la cepa de 
E. coli S17-1 donadora. Este tubo fue centrifugado a 2.500 xg durante 5 minutos, el 
sobrenadante descartado y el paquete celular conteniendo ambas bacterias fue 
resuspendido en 50 µL de LB. Se preparó una placa de BGA-sangre sin antibiótico y se 
esparcieron 50 µL de solución de MgCl2 2 M. El material celular del paso anterior fue 
plaqueado en forma de una gota sobre la placa de BGA. A modo de control también se 
realizaron repiques de la cepa donora S17-1 y la cepa B. bronchiseptica aceptora. Esta 
placa fue incubada durante toda la noche a 37ºC. El material celular de la gota de 
conjugación fue resuspendido en 1 mL de buffer fosfato. Se prepararon diluciones 
seriadas 1/10 y se plaquearon en medio BGA-sangre suplementado con Str y el 
antibiótico correspondiente al plásmido transferido. 
  
Nota: el protocolo de conjugación usado para la obtención de mutantes en B. 
bronchiseptica se realizó de manera semejante con la única modificación que se utilizó 
LB sin NaCl para el lavado y la resuspención de las bacterias. Debido a que la presencia 
de NaCl resulta contraproducente para el desarrollo del protocolo de contra selección con 
sacarosa que se realizó posteriormente (ver más adelante en este capítulo). 
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Preparación de ADN plasmídico 
Para el aislamiento de ADN plasmídico se utilizó la técnica descripta por M. Green 
y J. Sambrook de mini-preparación plasmídica por lisis alcalina (miniprep)321. Esta técnica 
fue usada para la recuperación de plásmidos de E. coli o B. bronchiseptica. Se tomó una 
alícuota de cultivo líquido de hasta 16 horas de incubación y se la centrifugó durante 5 
minutos a 8.000 xg. El pellet de esta centrifugación fue resuspendido en 200 µL de 
solución P1. Paralelamente se preparó solución P2 mediante la combinación de partes 
iguales de solución P2A y P2B. 200 µL de solución P2 fueron adicionados a la suspensión 
bacteriana y se mezcló suavemente por inversión. Finalmente se adicionaron 200 µL de 
solución P3 y nuevamente se mezcló por inversión. La suspensión obtenida fue 
centrifugada a 16.000 xg durante 15 minutos. El sobrenadante de esta centrifugación fue 
separado cuidadosamente a fin de no arrastrar material del precipitado. La purificación 
del ADN plasmídico del sobrenadante colectado fue realizada de acuerdo a la técnica de 
unión sílica descripta por J. Boyle y A. Lew322. Se adicionaron 10 µL de suspensión de 
sílica y se agitó la suspensión durante 10 segundos. Posteriormente se centrifugó a 
16.000 xg durante 10 segundos. El precipitado de esta centrifugación fue resuspendido 
en 300 µL de solución de lavado. Este proceso fue repetido en una segunda oportunidad 
y finalmente el precipitado de sílica fue resuspendido en 30 µL de agua desionizada 
estéril. La suspensión de sílica fue incubada durante 5 minutos en baño de agua a 65ºC 
y posteriormente fue centrifugada durante 1 minuto a 16.000 xg. Finalmente, el 
sobrenadante conteniendo el plásmido purificado fue separado y cuantificado antes de 
ser almacenado a -20ºC. 
 Para la preparación de ADN plasmídico también se utilzaron los kits 
comerciales QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) y AccuPrep Plasmid Mini Extraction Kit 
(Bioneer). En ambos casos, para el desarrollo del protocolo de extracción se siguieron 
las indicaciones de los proveedores. 
 
Preparación de ADN genómico 
Para la purificación de ADN genómico se utilizó el kit QIAamp DNA Mini (Qiagen) 
y se siguieron las instrucciones de la empresa proveedora. 
 
Preparación de ARN mensajero y retro transcripción 
Para la obtención de ARNm y retro trascripción se utilizó el kit Reverse 
Transcription System (Promega) y se siguieron las especificaciones del fabricante. 
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Determinación de la concentración de ADN y ARN 
 Para la determinación de la concentración de ADN en muestras de ADN 
genómico, ADN plasmídico o ADN provenientes de purificación de gel y para la 
cuantificación de ARN de las preparaciones de ARNm se utilizó un equipo NanoDrop 
1000 (Thermo Scientific). La absorbancia a 260 nm fue utilizada como medida de 
concentración y la relación de absorbancias 260/280 como criterio de pureza (~ 1,8 fue 
tomado como valor de referencia para muestras de ADN puras y ~ 2,0 para muestras de 
ARN). 
 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 Para la amplificación de secuencias genéticas con fines de clonación o 
secuenciación se utilizaron las siguientes ADN polimerasas comerciales con actividad 3’-
5’ correctora de errores: HiFi (KAPA Biosystems), PFU (PB-L Productos Bio-Lógicos), 
VELOCITY (Bioline) y Phusion (Thermo Fisher Scientific). Para la amplificación de 
secuencias genéticas con fines de control y chequeo de construcciones se utilizaron las 
siguientes ADN polimerasas comerciales sin actividad correctora de errores: Taq (KAPA 
Biosystems), Taq (Genbiotech) y EasyTaq (TransGene Biotech). 
 En todos los casos se utilizaron condiciones de ciclado, concentración de primers, 
concentración de Mg+2, cantidad de enzima y cantidad de ADN molde de acuerdo con las 
especificaciones de los protocolos suministrados por las empresas proveedoras. 
Debido a que genoma de B. bronchiseptica presenta un contenido de G+C del 
68,07%153, para la amplificación de secuencias a partir de ADN de B. bronchiseptica se 
adicionó dimetilsulfóxido (DMSO) en una concentración final de 3,0% v/v a fin de reducir 
la temperatura de hibridación de los primers. Para la puesta a punto de las condiciones 
de ciclado de cada reacción de PCR se realizó un gradiente de temperaturas de 
hibridación entre las temperaturas límites recomendadas por los proveedores. Aquella 
temperatura que arrojara los mejores resultados luego fue utilizada en una segunda ronda 
de amplificación a fin de obtener una cantidad de amplicón suficiente para continuar con 
los protocolos de clonación o chequeo de construcciones. Los resultados de cada 
reacción de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa de 
concentración 0,8-1,5% p/v. 
 
Electroforesis en geles de agarosa 
 Las electroforesis en geles de agarosa fueron utilizadas para analizar los 
resultados de reacciones de PCR, digestiones con enzimas de restricción y purificaciones 
de ADN total y plasmídico. La concentración de agarosa utilizada fue adaptada de 
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acuerdo con las necesidades de cada caso según el esquema que se detalla a 
continuación: 
 
Fragmento esperado Concentración Agarosa (% p/v) 
3000-7000 pb 0,8 
1500-3000 pb 1,0 
200-1500 pb 1,5 
 
Durante la preparación de las soluciones de agarosa se adicionó el colorante 
Syber Safe (Invitrogen) según las indicaciones del proveedor. Para la preparación de los 
geles y para la corrida electroforética se utilizó buffer TBE 0,5X. Las corridas 
electroforéticas fueron realizadas a 85-120 V utilizando una fuente PowerPac (BioRad). 
Para la visualización de los resultados se utilizó una fuente de luz azul incorporada a un 
equipo transiluminador.   
 
Purificación de ADN desde geles de agarosa 
 Esta técnica se utilizó como parte de los protocolos de clonado cuando, en 
electroforesis en geles de agarosa, el producto de la reacción de PCR mostraba la 
presencia de más de una banda. Para este procedimiento se prepararon geles de 
agarosa de 0,8% p/v independientemente del tamaño del amplicón esperado. Las calles 
del gel fueron adaptadas para poder sembrar 30-50 µL del producto de la reacción de 
PCR. Las corridas electroforéticas fueron realizadas a 85 V hasta obtener una clara 
separación entra la banda del tamaño esperado y las bandas correspondientes a 
productos de amplificación inespecíficos. Para la purificación se utilizó el kit comercial 
AccuPrep Gel Purification (Bioneer) y para el desarrollo del protocolo se siguieron las 
indicaciones del proveedor. 
 
Uso de enzimas de restricción 
 La digestión de vectores plasmídicos o productos de PCR se realizó utilizando el 
siguiente esquema: 
ADN 1,0 µg 
Buffer 5,0 µL 
BSA (1 µg/µL) 5,0 µL 
Enzima 1,0 µL 
Agua desionizada estéril cantidad necesaria 
Volumen final 50,0 µL 
 
En todos los casos se utilizó el buffer, las condiciones de incubación (tiempo y 
temperatura) y las condiciones de inactivación (cuando fue necesario) recomendadas 
en los protocolos suministrados por las empresas proveedoras (Invitrogen, Promega y 
New England BioLabs). 
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Ligaciones 
 Las reacciones de ligación fueron realizadas utilizando una relación molar 
(amplicón: vector) = (3:1). En todos los casos se utilizó la herramienta web nebiocalculator 
(New England BioLabs) para determinar la masa de amplicón necesaria para satisfacer 
la condición mencionada anteriormente. Las mezclas de ligación fueron realizadas 
siguiendo el esquema que se detalla a continuación: 
 
Vector digerido 50 ng 
Inserto cantidad necesaria 
Buffer 2,0 µL 
Ligasa T4 1,0 µL 
Agua desionizada estéril cantidad necesaria 
Volumen final 20,0 µL 
 
Las mezclas de ligación fueron incubadas durante 3 horas a temperatura 
ambiente. Finalmente, fueron dializadas para eliminar las sales del buffer de la ligasa y 
para esto se utilizaron filtros de nitrocelulosa de 0,25 µm (Millipore). Este último paso 
permitió utilizar 10 µL de ligación para el protocolo de electroporación y así obtener 
mejores rendimientos de transformación. 
 
 
Electroforesis en SDS-PAGE 
Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo a la metodología descripta por 
Laemmli323. El gel de apilamiento o stacking se preparó en una concentración de 4% de 
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 30:0,8) con solución reguladora de Tris-HCl 1,0 
M (pH=6,8) y SDS 10 % p/v, mientras que el gel de separación se preparó en una 
concentración de 12,5% de poliacrilamida (acrilamida : bisacrilamida 30:0,8) con solución 
reguladora Tris-HCl 1,0 M (pH=8,8) y SDS 10% p/v. Las corridas se realizaron en equipos 
Miniprotean II (BioRad) durante 60 a 90 minutos a 100 V en buffer Tris-HCl 50 mM 
(pH=8,3) con glicina 370 mM y SDS 10 % p/v. Para las corridas electroforéticas realizadas 
para ensayos con BrtA se utilizó un gel de separación de concentración de 7,5% de 
poliacrilamida y las corridas se realizaron durante 120 a 180 minutos a 100 V. Para la 
tinción de los geles de poliacrilamida y visualización de los perfiles electroforéticos 
obtenidos se utilizó solución de Coomasie Blue R-250. 
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Western blot 
Las muestras de proteínas sometidas a SDS-PAGE fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa mediante el equipo Mini Trans-Blot transfer Cell (BioRad) 
según las indicaciones del fabricante. En primera instancia se armó el dispositivo de 
transferencia con el gel a transferir y la membrana previamente tratada con buffer de 
transferencia. Una vez armado, se le aplicó sobre el mismo una diferencia de potencial 
de 100 V durante 1 hora en baño de agua-hielo. En el caso particular de los ensayos 
realizados a fin de determinar la presencia de BrtA se utilizó un tiempo de transferencia 
de 2 horas debido al gran tamaño de esta proteína. Luego se procedió al bloqueo de la 
membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con solución de seroalbúmina bovina 
(BSA) 3,0% p/v en TBS (TBS-BSA). Posteriormente se reemplazó la solución de bloqueo 
por una solución de TBS-BSA conteniendo el anticuerpo primario. La membrana fue 
incubada con esa solución durante toda la noche a 4ºC y con agitación suave. 
Transcurrida esa incubación se retiró la solución del anticuerpo y se realizaron seis 
lavados con Tween 80 0,05% v/v en TBS. Se adicionó el segundo anticuerpo policlonal 
conjugado con peroxidasa HRP disuelto en TBS-BSA y se incubó con agitación lenta 
durante 2,5 horas a temperatura ambiente. Se retiró la solución del segundo anticuerpo y 
se realizaron tres lavados con TBS-BSA y un lavado final con TBS. Para el revelado se 
utilizó el sustrato quimioluminiscente comercial “Clarity Western ECL” (BioRad) y la 
adquisición de las imágenes se realizó con placa fotográfica. 
 
Dot blot 
 Para los ensayos de Dot Blot se inocularon 5 mL de medio de cultivo con una 
DO=0,05-0,1 (DO600 en el caso de P. fluorescens y DO650 en el caso de B. bronchiseptica). 
Estos cultivos fueron incubados durante 16-18 horas a 37°C con agitación (160 rpm). 
Transcurrido el período de incubación se tomaron alícuotas de 1,5 mL y se colocaron en 
hielo. Paralelamente se tomó 1 mL para realizar medidas de DO. Las muestras de los 
diferentes cultivos fueron normalizadas por dilución de acuerdo a la muestra que 
presentaba el menor valor de DO650. Las diluciones fueron centrifugadas 16.000 xg 
durante un minuto. El paquete celular fue lavado 2 veces con 1 mL de medio K10-T en el 
caso de ensayo con P. fluorescens o con SS en el caso del ensayo con B. bronchiseptica. 
El pellet del último lavado fue resuspendido en medio K10-T o SS según correspondía. 5 
µL de estas suspensiones fueron colocados en forma de gota en membranas de 
nitrocelulosa. Cada muestra fue analizada por triplicado. La membrana de dejó secando 
16 horas a temperatura ambiente. Luego fue bloqueada y revelada siguiendo el mismo 
protocolo que para el Western blot. 
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La realización de los dot blot del Capítulo 7 (Figura 7.13) fue realizada de manera 
idéntica a la descripta en esta sección, pero la adquisición de las imágenes fue realizada 
mediante de un equipo Odyssey CLx (LI-COR). 
Para el procesamiento cuantitativo de los resultados se tomaron fotografías de las 
membrana reveladas y se utilizó el protocolo de cuantificación recomendado por los 
desarrolladores del programa ImageJ274 para estos casos. En el caso de los dot blot de 
la Figura 4.2 la imagen fue digitalmente invertida para que el fondo fuera negro y las 
manchas blancas (recomendación del desarrollador). En el caso de los experimentos que 
incluyeron la adquisición de las imágenes mediante el sistema Odyssey CLx (LI-COR) 
esto no fue necesario debido a que el fondo en la imagen adquirida ya era negro. Se 
utilizó la función “integrated density”, se seleccionó el área ocupada por cada mancha y 
se midió la densidad integrada. Se realizaron entre 4 y 6 réplicas técnicas por 
experimento. El promedio de las réplicas técnicas de cada cepa fue normalizado frente 
al promedio de las réplicas técnicas de la cepa salvaje.  
 
Cuantificación de proteínas mediante el método de Bradford 
Para la cuantificación de proteínas se utilizó el método de Bradford324. Este método 
se basa en el cambio de color del colorante Comassie Brilliant Blue G-250 en presencia 
de distintas concentraciones de proteínas. La interacción del colorante con aminoácidos 
básicos y aromáticos provoca un cambio en su máximo de absorción, de 465 nm a 595 
nm (rojo y azul, respectivamente). Para determinar la concentración de proteínas en una 
muestra dada, se realizaron diluciones 1/5, 1/10 y 1/50. En forma paralela se realizó la 
medida de muestras de BSA de concentración conocida a fin de realizar una curva de 
calibración (0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL y 0,5 mg/mL). Tanto las 
muestras como la curva de calibración fueron medidas por triplicado. Se determinó la 
absorbancia a 595 nm de las diferentes diluciones y de la curva de calibración. La 
concentración de la muestra fue determinada a partir de la dilución que presentaba 
valores de absorbancia dentro del rango de la curva de calibración. Utilizando el valor de 
absorbancia a 595 nm y mediante interpolación de la curva de calibración se determinó la 
cantidad de proteína en la muestra problema. 
Para la realización de estos ensayos se utilizó reactivo de Bradford comercial 
(BioRad) y BSA comercial (Sigma Aldrich) 
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Clonación por recombinación in vivo en Saccharomyces 
cerevisiae 
Breve descripción de la técnica. Esta estrategia de clonado se basa en el 
aprovechamiento de la maquinaria de reparación del ADN por doble recombinación en la 
levadura Saccharomyces cerevisiae (InvSc1, Invitrogen)313. El vector de clonado digerido 
y el/los amplicones a ser clonados son introducidos en la levadura mediante 
transformación por shock térmico. La maquinaria de reparación del ADN de la propia 
levadura reconoce el vector digerido y los fragmentos de ADN como material a reparar y 
utiliza su propia maquinaria para unir los fragmentos homólogos por doble recombinación 
(Figura 9.1). Esta estrategia fue utilizada para la clonación de secuencias para expresión 
(vector pMQ72) o mutación (vector pMQ30). 
Vectores aptos para clonación mediante esta estrategia. Los vectores utilizados en 
este trabajo para realizar este tipo de clonaciones fueron los vectores pMQ30 y pMQ72 
(Anexo 1, Figura 9.2). Los requisitos que deben cumplir estos vectores son: i) tener un 
origen de replicación apto para S. cerevisiae; ii) tener un centrómero; iii) tener un 
marcador de selección apto para S. cerevisiae; iv) tener un origen de replicación apto 
para E. coli; v) tener un marcador de selección apto para E. coli (estos dos últimos 
además deben ser aptos para el organismo donde vaya a ser utilizado posteriormente, 
en este caso B. bronchiseptica) (Figura 9.1.a) 
Digestión del vector. El vector donde se deseaba realizar la clonación fue linealizado 
mediante una digestión enzimática utilizando enzimas de restricción (Figura 9.1.b). En 
este trabajo de tesis se utilizó la enzima SmaI la cual posee un sitio de restricción dentro 
del sitio de clonado múltiple de los vectores pMQ30 y pMQ72. 
Diseño de primers. Los primers utilizados para esta estrategia de clonación deben ser 
especialmente diseñados para este fin. Para el diseño de los primers debe considerarse 
que en el extremo 5’ de cada uno se debe incorporar una secuencia de entre 20 y 40 
nucleótidos complementaria al sitio del vector donde se desea clonar el producto de PCR 
(Figura 9.1.c, recuadro rojo y recuadro violeta). 
Amplificación por PCR. La o las secuencias a ser clonadas fueron amplificadas 
mediante una PCR tradicional. 
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Protocolo de clonación. Una alícuota de la levadura almacenada a -80°C fue aislada 
en placa conteniendo medio de cultivo sólido YPD. Esta placa fue incubada durante toda 
la noche a 30°C. Colonias aisladas fueron usadas para inocular un cultivo líquido en 
medio YPD e incubada durante toda la noche a 30°C con agitación (160 rpm). Se tomaron 
cuatro alícuotas de 0,5 mL y se centrifugaron durante 10 segundos a 8.000 xg. Los pellets 
obtenidos fueron resuspendidos en 0,5 mL de buffer TE y centrifugados nuevamente. 
Estos pellets fueron resuspendidos, esta vez en 0,5 mL de solución Lazy Bones. A estas 
suspensiones se adicionaron vector, producto de PCR y ADN de esperma de salmón 
(dependiendo si se trataba de la clonación o los controles) de acuerdo con siguiente 
esquema: 
 
 
 
Origen de replicación en S. cerevisiae
Centrómero
Marcador de selección apto para S. cerevisiae (URA3)
Origen de replicación en bacterias (ColE1)
Marcador de selección apto para bacterias (GmR)
Secuencia X
Secuencia X
P C R
Di gestión
Secuencia X
Transformación por shock 
térmico en S. cerevisiae
(a)
(b)
(c)
Figura 9.1. Esquema del proceso de clonación por doble recombinación homóloga en la levadura S. cerevisiae.
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  Vector Producto PCR ADN de esperma de salmón 
1 Clonación 30 ng (digerido) 50 μL 20 μL 
2 Control negativo I (plásmido digerido) 30 ng (digerido) - 20 μL 
3 Control negativo II (levadura) - - 20 μL 
4 Control positivo 30 ng (sin digerir) - 20 μL 
 
 Estas suspensiones fueron agitadas vigorosamente durante un minuto e 
incubadas durante 3 días a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se realizó 
un shock térmico de 10 minutos a 42°C. Las suspensiones fueron lavadas dos veces con 
buffer TE y plaqueadas en medio selectivo URA3-. Estas placas fueron incubadas 
durante 3 a 5 días hasta aparición de colonias blancas en las placas correspondientes a 
la clonación y al control positivo. 
 Para la recuperación de las construcciones su realizó un protocolo de obtención 
de ADN plasmídico utilizando kits comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante 
con algunas modificaciones. La biomasa de levaduras fue recolectada de la placa de 
cultivo con 2 mL de agua desionizada estéril utilizando espátula de Drigalsky. La 
suspensión se centrifugó durante 10 segundos a 8.000 xg y el pellet fue resuspendido en 
250 µL de solución la solución 1 del kit (solución de resuspensión). Luego se adicionaron 
250 µL de la solución de lisis y 250 µL de perlas de vidrio de 0,5 mm. Esta mezcla fue 
agitada vigorosamente durante 2 minutos tras lo cual se la dejó reposar durante 5 minutos 
a 4ºC. Transcurrido ese tiempo se adicionaron 350 µL de solución de precipitación 
previamente enfriada en hielo. Esta suspensión fue mezclada por inversión y finalmente 
se la dejó reposar en hielo durante 5 minutos. Luego fue centrifugada durante 10 minutos 
a 16.000 xg a temperatura ambiente y se continuó con el protocolo de obtención de ADN 
plasmídico según las indicaciones del proveedor del kit sin ninguna otra modificación. El 
material plasmídico recuperado fue transformado por electroporación en una cepa de E. 
coli S17-1 electrocompetente. Como paso final del protocolo de clonación se evaluó la 
presencia de la construcción deseada mediante PCR. 
 
Estrategia para la obtención de mutantes por deleción limpia en 
B. bronchiseptica 
 Para el desarrollo del protocolo de obtención de mutantes se utilizaron los 
vectores no replicativos en B. bronchiseptica pK18mob-sacB (KmR) y pMQ30 (GmR) 
(Anexo 1, Figura 9.2). Ambos vectores poseen en su secuencia el cassette codificante 
para el gen sacB el cual permite la selección de dobles recombinantes por contra 
selección. Todas las cepas mutantes construidas en este trabajo fueron obtenidas por 
deleción limpia. Para la obtención de las cepas mutantes, regiones de 600 a 800 pares 
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de bases adyacentes a la secuencia a ser eliminada fueron amplificadas por PCR. Para 
la clonación en el vector pMQ30 se utilizó una estrategia basada en la recombinación 
homóloga in vivo en la levadura S. cerevisiae 313. Para la clonación en el vector 
pK18mobsacB se utilizó una estrategia basada en el uso de ligasa y enzimas de 
restricción. Los vectores recombinantes fueron transformados por electroporación en la 
cepa conjugativa Escherichia coli S17-1. La transferencia de la construcción a B. 
bronchiseptica se realizó mediante conjugación (ver protocolo de conjugación aparte). 
Brevemente, la mezcla de conjugación fue resuspendida en buffer fosfato y se prepararon 
diluciones seriadas 1/10. Estas diluciones fueron plaqueadas en medio BGA-sangre 
suplementado con Str y Gm o Km a 37°C hasta aparición de colonias hemolíticas (entre 
3 y 5 días). 
 
Protocolo de contra selección con sacarosa 
 Para la selección de clones doble recombinantes utilizamos una estrategia de 
contra selección basada en la utilización del gen sacB de Bacillus subtilis325. En presencia 
de sacarosa, la expresión de este gen confiere toxicidad a la bacteria que lo posee326. En 
la bibliografía existen reportes contradictorios acerca del uso de este sistema de 
selección en Bordetella spp. C Inatsuka et al. reportaron problemas para utilizar este 
sistema de contra selección en B. bronchiseptica327. Sin embargo reportes previos dan 
cuenta de un uso exitoso de esta estrategia198,328. 
Debido a la existencia de poca información, los detalles experimentales descriptos 
a continuación fueron puestos a punto durante el desarrollo de este trabajo de 
tesis. 
 Para el desarrollo de este protocolo se tomaron colonias hemolíticas de las placas 
de conjugación. Estas colonias fueron repicadas en dos placas en forma de réplica. Por 
un lado, se repicaron en medio de cultivo BGA-sangre suplementado con antibióticos y 
por otro lado en LB sin NaCl suplementado con sacarosa 15% p/v (LB-sac). Estas placas 
fueron incubadas durante 24 horas a 37ºC. Aquellos repiques que crecieron óptimamente 
en BGA-sangre y no crecieron en LB-sac fueron utilizados para inocular un cultivo de 5 
mL en medio SS suplementado con Str. Este cultivo fue incubado toda la noche a 37ºC 
con agitación (160 rpm). Transcurrido el tiempo de incubación se prepararon diluciones 
10-1 a 10-6 y fueron plaquedas en paralelo en medio de cultivo LB-sac y en LB (control). 
Estas placas fueron incubadas 24 horas a 37ºC. Aquellas colonias que crecieron en la 
placa de LB-sac fueron repicadas en BGA-sangre e incubadas 24 horas a 37ºC. Estas 
colonias corresponden a dobles recombinantes. Finalmente se realizó una evaluación 
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mediante PCR para identificar aquellos clones recombinantes que fueran mutantes 
delecionales. 
 
Construcción de la cepa B. bronchiseptica-HA 
 La marca de hemaglutinina (HA) fue introducida mediante doble recombinación 
homóloga después del residuo de valina 2291 de BrtA. Esta localización implica que el 
epitope HA se localiza inmediatamente después de la región de repeticiones de BrtA. La 
elección de esta región se basó en informes previos de resultados en P. fluorescens los 
cuales demuestran que en LapA está región queda expuesta hacia el lado externo de la 
membrana plasmática126. Este diseño permite evaluar la localización de BrtA-HA 
mediante dot blot además de analizar su secreción mediante Western blot. Para la 
incorporación de la secuencia codificante para el epitope HA en el marco de lectura de 
brtA se amplificaros los fragmentos BrtA-HA-1 y BrtA-HA-2 de ~750 pares de bases 
adyacentes al codón que codifica para la valina 2291. Paralelamente, la secuencia 
codificante para HA fue amplificada desde el vector pTinyLapA. Las secuencias BrtA-HA-
1, HA y BrtA-HA-2 fueron clonadas en el vector pMQ30 mediante la estrategia de doble 
recombinación homóloga en levaduras313. Esta construcción fue utilizada para introducir 
la marca de HA en la posición mencionada, mediante doble recombinación homóloga. 
Para esto se empleó la estrategia de contra selección con sacarosa. La introducción de 
la marca de HA fue analizada mediante PCR y secuenciación de manera tal de confirmar 
que el producto obtenido conservara el marco de lectura de brtA. 
 
Construcción de cepas de B. bronchiseptica fluorescentes 
Para la construcción de cepas fluorescentes que pudieran ser utilizadas en 
ensayos de microscopía de fluorescencia utilizamos el vector pGFLIP199 (Anexo 1, Figura 
9.2). El vector pGFLIP contiene secuencias Tn7L y Tn7R alrededor de i) un sitio de 
clonado múltiple, ii) la secuencia codificante para neomicina fosfotransferasa II (factor de 
resistencia a Km) y iii) la secuencia de gen gfp de la proteína verde fluorescente. En 
presencia de la transposasa Tn7 las secuencias Tn7L y Tn7R dirigen la recombinación 
sitio específica del material que se encuentra entre ellas a un sitio att Tn7 ubicado entre 
los genes glmS y BB4801 del genoma de B. bronchiseptica. Las bacterias transformadas 
finalmente adquieren fluorescencia GFP y resistencia a Km. La incorporación de material 
genético en esta zona no genera ningún efecto en la biología de B. bronchiseptica315. 
 Para la transformación de B. bronchiseptica se realizó una conjugación triparental. 
La transposasa Tn7 está codificada por las secuencias tnsABCD presentes en el vector 
pTNS3 (Anexo 1, Figura 9.2). La cepa E. coli pTNS3 fue incluida en el protocolo de 
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conjugación junto a la cepa E. coli S17-1 donora y la cepa B. bronchiseptica aceptora. En 
estas condiciones, el vector pGFLIP proveniente de la cepa donora es transferido a B. 
bronchiseptica al igual que el vector pTNS3. La expresión de la transposasa Tn7 dirige la 
recombinación sitio específica de las secuencias internas a los sitios Tn7L y Tn7R hasta 
el mencionado sitio att Tn7. Una vez concluido el protocolo de conjugación, la correcta 
localización de la construcción fue evaluada utilizando los primers gfpseqR y glmSF. El 
protocolo presentado previamente fue utilizado para la construcción de las cepas B. 
bronchiseptica-GFP y B. bronchiseptica-GFP-LapGBb. 
 
Reemplazo de LapDPf por LapDBb en la cepa P. fluorescens 
∆4DGC 
La secuencia del gen lapDBb fue introducida en el genoma de P. fluorescens 
∆4DGC en reemplazo de la secuencia nativa lapDPf. Este procedimiento se realizó 
mediante doble recombinación homóloga y la selección de los dobles recombinantes fue 
facilitada mediante el uso de la estrategia de contra selección con sacarosa. 
Diseño y clonación de la construcción. Se amplificaron por PCR fragmentos de ~400 
pares de bases adyacentes a la secuencia codificante de lapDPf (secuencias F1 y F2). 
Paralelamente se amplificó la secuencia codificante de lapDBb. Los fragmentos F1, F2 y 
lapDBb fueron clonados en el vector pMQ30 mediante la estrategia de recombinación in 
vivo en S. cerevisiae313. Esta estrategia llevó a la obtención de la construcción 
pMQ30F1lapDBbF2 la cual fue trasformada en E. coli S17-1 mediante electroporación y 
almacenadas a -80ºC. 
Conjugación. Para la trasformación de P. fluorescens utilizamos una estrategia de 
conjugación. Se tomaron alícuotas de 1 mL de cultivos de 16 horas de las cepas P. 
fluorescens ∆4DGC y E. coli pMQ30F1lapDBbF2 y se centrifugaron durante 5 minutos a 
8.000 xg. Se realizaron 2 lavados con medio LB. Ambos pellets fueron resuspendidos en 
25 µL de medio de cultivo LB y combinados en un tubo. La mezcla de conjugación fue 
plaqueda en forma de gota en un placa de LB sin antibiótico. A modo de control, en esta 
misma placa se realizaron repiques de las cepas aisladas de P. fluorescens y E. coli. Esta 
placa fue incubada durante toda la noche a 30ºC. Transcurrido este período de 
incubación, el material celular de la gota de conjugación fue resuspendido en 100 µL de 
medio LB. 50 µL de esta suspensión fueron plaqueados en medio de cultivo LB 
suplementado con Gm (20 µg/mL) y cloranfenicol (30 µg/mL). De forma análoga, los 
controles fueron resuspendidos y plaquedos. Estas placas fueron incubadas durante toda 
la noche a 30ºC. Colonias aisladas de la placa de conjugación fueron repicadas en medio 
LB suplementado con Gm (25 µg/mL) e incubadas durante todas la noche a 30ºC. 
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Contra selección con sacarosa. Biomasa de las placas anteriores fue tomada para 
inocular 5 mL de medio de cultivo LB sin antibiótico y se incubó durante 16 horas a 30ºC. 
A partir de este cultivo se prepararon diluciones 10-2 a 10-4 y se plaquearon en medio de 
cultivo LB sin NaCl suplementado con sacarosa 10% p/v. Estas placas fueron incubadas 
durante toda la noche a 30ºC. Colonias crecidas en estas placas fueron analizadas 
mediante PCR a fin de seleccionar los dobles recombinantes que hubieran incorporado 
la secuencia lapDBb en lugar de lapDPf. Con este objetivo, se utilizaron primers específicos 
que hibridan en la secuencia de lapDBb y no la hacen en lapDPf. 
 
Ensayos de formación de biofilm en microplacas de PVC 
 Para el desarrollo de los experimentos de formación de biofilm en placas 
multipocillo se utilizaron las placas Corning 96 Well Clear PVC Assay Microplate (Sigma-
Aldrich). Las microplacas de cultivo utilizadas fueron esterilizadas mediante radiación UV. 
Con el objetivo de eliminar el efecto borde que puede aparecer en este sistema de cultivo, 
las placas fueron cortadas en tiras de 2 columnas por 8 filas. De esta manera, todas las 
fosas de cultivo se encontraban sometidas a las mismas condiciones de aireación. A lo 
largo de este trabajo se realizaron diversos ensayos de formación de biofilm en 
microplacas de PVC con los organismos B. bronchiseptica y P. fluorescens. A 
continuación, se detallan las condiciones de cultivo utilizadas para cada uno de los 
organismos: 
B. bronchiseptica: Las cepas incluidas en el diseño del experimento fueron aisladas en 
medio BGA-sangre suplementado con Str y el antibiótico correspondiente al vector 
plasmídico en caso de que fuera necesario. Estas placas fueron incubadas durante 72 
horas a 37ºC. Colonias hemolíticas provenientes de estas placas fueron repicadas en 
medio SS-sangre suplementado con antibióticos. Estas placas fueron incubadas durante 
48 horas a 37ºC. Se tomó biomasa proveniente de la zona de la placa que presentaba 
colonias aisladas y se prepararon suspensiones bacterianas de DO650=1,0. En forma 
paralela se prepararon alícuotas de medio de cultivo SS suplementado con antibióticos y 
diferentes concentraciones de ácido nicotínico. Estas alícuotas fueron fraccionadas de a 
450 µL. A esta alícuota se adicionaron 50 µL de la suspensión bacteriana de manera tal 
de alcanzar una DO650=0,1. Estas suspensiones fueron colocadas en las fosas de las 
placas de cultivo (100 µL por fosa por cuatriplicado) e incubadas durante 24 horas a 37ºC 
en cámara húmeda. 
P. fluorescens. Las cepas a ensayar fueron aisladas en placas de LB suplementadas 
con Gm e incubadas durante 24 horas a 30ºC. Se tomó biomasa de estas placas para 
inocular cultivos de 5 mL suplementados con Gm. Estos cultivos fueron incubados 
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durante toda la noche a 30ºC con agitación. A partir de estos cultivos se prepararon 
suspensiones bacterianas de DO600=1,0. En forma paralela se prepararon alícuotas de 
900 µL de medio de cultivo K10-T suplementado con arabinosa 0,2% p/v (en esta etapa 
no se utilizaron antibióticos). A estas alícuotas se adicionaron 100 µL de las suspensiones 
bacterianas preparadas previamente para obtener suspensiones de DO600=0,1. Estas 
suspensiones fueron utilizadas para inocular las placas de cultivo (100 µL por fosa, por 
sextuplicado). Las placas inoculadas fueron incubadas durante 6 horas a 30ºC en cámara 
húmeda. 
Las siguientes etapas del protocolo de formación de biofilm fueron iguales para 
los dos organismos. 
Lavado, fijación y secado. Transcurrido el período de incubación la suspensión 
bacteriana fue removida y descartada. Las placas de cultivo fueron lavadas dos veces 
con agua destilada e incubadas durante 15 minutos a 37°C. 
Tinción. Para la tinción de las fosas de cultivo se utilizó solución de cristal violeta 0,1% 
p/v. En cada fosa se colocaron 120 µL de solución de cristal violeta y se incubó durante 
30 minutos en cámara húmeda a fin de evitar la evaporación de la solución y deposición 
del colorante. Luego de la incubación, las fosas fueron lavadas dos veces con agua 
destilada. Luego se dejaron a temperatura ambiente hasta secado completo de las fosas. 
Registro de los resultados. En este punto se tomaron imágenes para analizar la 
formación de biofilm de manera cualitativa y luego se avanzó hacia la etapa de revelado. 
Revelado. Para el revelado de los ensayos de biofilm en microplacas se colocaron 125 
µL de solución de ácido acético 33% v/v. 100 µL de la solución obtenida fueron 
transferidos a placas de fondo plano. Estas placas fueron medidas en un 
espectrofotómetro a 595 nm. 
 
Ensayos de formación de biofilm en tubos de vidrio 
Cultivo. Para el desarrollo de estos ensayos, las cepas B. bronchiseptica salvaje y B. 
bronchiseptica ∆brtA fueron aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-
sangre de manera análoga a la explicada antes para los ensayos de formación de biofilm 
en microplaca. Luego se tomó biomasa proveniente de la región de las placas que 
contenían colonias aisladas y se prepararon suspensiones en medio SS de DO650=1,0. 
En forma paralela se prepararon alícuotas de medio de cultivo SS suplementado con 
antibióticos y ácido nicotínico (2,0 mM). 1,8 mL de estas alícuotas fueron colocados en 
tubos cónicos de 15 mL y posteriormente se adicionaron 200 µL de las suspensiones 
preparadas previamente de manera tal de alcanzar una DO650=0,1. Dos mL de estas 
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suspensiones fueron colocados en tubos de vidrio estériles e incubados durante 24, 48 y 
96 horas a 37ºC. 
Fijación. Transcurrido el tiempo de incubación, la suspensión bacteriana fue retirada y 
descartada. Los tubos fueron lavados dos veces con agua destilada. Posteriormente se 
colocaron 2,5 mL de solución de glutaraldehído en PBS 2,5% v/v y se realizó una 
incubación de 2 horas a 4ºC. 
Tinción. La solución de glutaraldehído fue retirada y descartada. Se adicionaron 2,5 mL 
de solución de cristal violeta 0,1% p/v y se realizó una incubación de 30 minutos a 
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se retiró la solución de cristal violeta y 
los tubos fueron lavados dos veces con agua destilada. Finalmente, los tubos fueron 
dejados a temperatura ambiente hasta completo secado del material. 
Registro de los resultados. Estos experimentos fueron fotografiados y la formación de 
biofilm fue analizada de manera cualitativa. 
 
Ensayos de formación de biofilm sobre cubreobjetos semi 
sumergidos 
 Esta estrategia experimental, desde el cortado de los vidrios hasta la forma 
de cultivo en tubos de microcentrífuga, los lavados, la fijación y el revelado fue 
puesta a punto durante el desarrollo de este trabajo de tesis. 
 
Preparación del material. Se utilizó un lápiz con punta de diamante para realizar cortes 
longitudinales en cubreobjetos de 20 mm x 20 mm. Los cortes fueron realizados para 
obtener una superficie de 20 mm x 8 mm y posteriormente fueron limpiados utilizando 
solución de etanol en agua 70% v/v. En forma paralela se tomaron tubos de plástico 
(polipropileno) de microcentrífuga estériles a los cuales se les cortó la tapa. Los 
cubreobjetos cortados fueron introducidos dentro de los tubos de microcentrífuga y 
esterilizados mediante radiación UV. Finalmente, los tubos conteniendo los cubreobjetos 
cortados fueron introducidos dentro de una cámara húmeda mientras se prepararon las 
suspensiones bacterianas que serían incubadas dentro de estos tubos. 
Cultivo. Las cepas elegidas para el desarrollo de estos experimentos fueron inicialmente 
aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-sangre de manera análoga a la 
explicada antes para los ensayos de formación de biofilm en microplaca. De las placas 
de SS-sangre se tomó biomasa de la zona que contenía colonias aisladas y se prepararon 
suspensiones de DO650=1,0 en medio SS. En forma paralela se prepararon alícuotas de 
900 µL medio de cultivo SS suplementado con antibióticos y ácido nicotínico. Asimismo, 
se prepararon alícuotas de 900 µL medio de cultivo SS suplementado con antibióticos, 
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ácido nicotínico, BSA (2,0 mg/mL) y CaCl2 (2,0 mM). 100 µL de las suspensiones 
bacterianas fueron adicionados a las alícuotas de medio de cultivo de manera tal de 
alcanzar una DO650=0,1. Cuatrocientos cincuenta µL de estas suspensiones fueron 
colocados dentro de los tubos conteniendo los cubreobjetos. Se realizaron duplicados 
técnicos de cada cepa y cada condición de cultivo. La descarga de esta suspensión fue 
realizada con sumo cuidado a fin de evitar la que la misma tocara las zonas superiores 
del cubreobjetos de vidrio y evitar la formación de burbujas. De esta manera el 
cubreobjetos de vidrio queda semi sumergido en la suspensión bacteriana. Los tubos 
fueron incubados durante 24 horas a 37ºC en cámara húmeda. 
Fijación. Antes de comenzar, se prepararon tubos de microcentrífuga conteniendo 750 
µL de solución fijadora de glutaraldehído en PBS 2,5% v/v. Terminado el tiempo de 
incubación, los cubreobjetos fueron retirados de la suspensión bacteriana y sumergidos 
2 veces en buffer fosfato a fin de eliminar las bacterias que no estuvieran adheridas a la 
superficie. Estos vidrios fueron sumergidos en los tubos conteniendo la solución fijadora 
de glutaraldehído 2,5% v/v preparados previamente. La suspensión bacteriana 
remanente en los tubos de microcentrífuga fue retirada suavemente con pipeta y 
descartada. Posteriormente se adicionaron 750 µL de solución fijadora de glutaraldehído 
2,5% v/v. Tanto los cubreobjetos y los tubos de microcentrífuga fueron incubados durante 
2 horas a 4ºC. 
Tinción. Antes de comenzar, se prepararon tubos de microcentrífuga conteniendo 750 
µL de solución de cristal violeta 0,1% p/v. Terminado el tiempo de incubación, los 
cubreobjetos fueron retirados de la solución fijadora de glutaraldehído y colocados dentro 
de los tubos con cristal violeta. Posteriormente, la solución fijadora de glutaraldehído 
contenida en los tubos de microcentrífuga donde se habían realizado los cultivos fue 
retirada con pipeta. A estos tubos se adicionaron 750 µL de solución de cristal violeta 
0,1% p/v. Los cubreobjetos y los tubos de microcentrífuga fueron incubados durante 30 
minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda. Terminado el tiempo de incubación 
los cubreobjetos fueron retirados y sumergidos 2 veces en agua destilada a fin de eliminar 
los restos de colorante. En forma paralela se retiró el colorante de los tubos de 
microcentrífuga y se realizaron 2 lavados con 1 mL de agua destilada. Todo el material 
fue dejado a temperatura ambiente hasta el completo secado. 
Registro de los resultados. Estos experimentos fueron fotografiados y la formación de 
biofilm fue analizada de manera cualitativa. 
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Ensayos de formación de biofilm sobre monocapa celular 
Línea celular. Para el desarrollo de los experimentos de adhesión y formación de biofilm 
sobre una superficie biótica fue utilizada la línea celular CFBE (Cystic Fibrosis-derived 
epithelial cells) derivada de un paciente con fibrosis quística281. Las células fueron 
mantenidas en frascos T-75 (Thermo Fisher Scientific) con 12 mL en medio de cultivo 
MEM (Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino (10% v/v); penicilina, Str; L-
glutamina (2,0 mM); plasmocina (12,5 µg/mL) y puromicina (25,0 µg/mL). Los cultivos de 
la línea CFBE fueron mantenidos a 37ºC en cámaras de cultivos con 5% de CO2. El medio 
de cultivo agotado fue removido cada 72 horas y reemplazado por medio de cultivo fresco. 
La evolución de las células fue seguida utilizando un microscopio óptico invertido. 
Preparación de la monocapa celular. Las células cultivadas en frascos T-75 fueron 
mantenidas hasta alcanzar un nivel de confluencia del 75-80%. En ese momento se 
tomaron células para inocular las placas de 24 pocillos con o sin disco de vidrio de 35 
mm de espesor en el fondo (Invitrogen). Las placas con disco de vidrio fueron utilizadas 
para los ensayos de microscopía de fluorescencia mientras que las placas sin disco de 
vidrio fueron usadas para recuentos de UFC adheridas a la monocapa. Para esto, el 
medio de cultivo agotado fue removido y se realizó un lavado suave con 4 mL de buffer 
fosfato. La solución de lavado fue removida cuidadosamente y se adicionaron 4 mL de 
buffer fosfato con tripsina. Para realizar el tratamiento con tripsina y desprender las 
células de la monocapa se incubó a 37°C durante 5 minutos o hasta observación del 
despegado de las células del fondo de la botella. Posteriormente, se adicionaron 10 mL 
de medio de cultivo fresco a fin de detener el tratamiento con tripsina (el suero fetal bovino 
presente en el medio de cultivo inhibe la actividad de la tripsina y protege a las células de 
daño posterior). La suspensión de células fue transferida a un tubo cónico de 50 mL y 
luego fue centrifugada durante 3 minutos a 650 xg. El sobrenadante de cultivo fue 
removido y el paquete celular fue resuspendido en 2 mL de medio de cultivo fresco. De 
esta suspensión se tomaron 10 µL para realizar el recuento celular. Posteriormente se 
preparó una suspensión de 5.104 células/mL y se colocó 1 mL por fosa en placas de 24 
pocillos. Estos cultivos fueron mantenidos a 37°C en cámaras de cultivos con 5% de CO2. 
El medio de cultivo agotado fue renovado a las 72 horas por medio de cultivo fresco. 
Durante todo el tiempo de cultivo la integridad de las células y la formación de la 
monocapa fue monitoreada mediante observaciones con microscopio óptico invertido. 
Alrededor del quinto día de incubación las fosas presentaban una confluencia del 100%. 
En ese momento fueron utilizadas para el desarrollo de los experimentos de adhesión y 
formación de biofilm. 
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Preparación de los cultivos bacterianos. Las cepas B. bronchiseptica salvaje, ∆brtA y 
∆lapG fueron aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-sangre tal como 
se describió previamente. Se tomó biomasa de la zona de la placa que presentaba 
colonias aisladas y se prepararon suspensiones de DO650=0,05 en medio de cultivo MEM 
suplementado con L-glutamina (L-Gln; 2,0 mM). Paralelamente, el sobrenadante de 
cultivo de las placas de 24 pocillos fue removido y se realizó un lavado con 500 µL de 
medio de cultivo MEM suplementado con L-Gln. Quinientos µL de la suspensión 
bacteriana fueron colocados en cada pocillo. Se realizaron triplicados de cada una de las 
cepas y tiempos que se analizaron. En estas condiciones las placas fueron incubadas 
durante 1 hora a 37ºC en cámara con ambiente de 5% de CO2. Transcurrido este tiempo 
el medio de cultivo fue removido de manera de eliminar las bacterias que no se hubieran 
adherido a la monocapa celular. Se realizó un lavado con 500 µL de medio de cultivo 
MEM suplementado con L-Gln y L-arginina (L-Arg; 0,4% p/v). Finalmente, se adicionaron 
500 µL de medio de cultivo MEM suplementado con L-Gln y L-Arg y se incubó durante el 
tiempo indicado de acuerdo al desarrollo de cada experimento. 
Recuento. Se realizaron recuentos de bacterias planctónicas en el sobrenadante de 
cultivo y de bacterias adheridas a la monocapa celular. Para estos experimentos se utilizó 
un tiempo de incubación de 21 horas. Transcurrido este tiempo se tomaron 100 µL del 
sobrenadante de cultivo y se realizaron diluciones seriadas a fin de realizar el recuento 
de UFC/mL. Las diluciones fueron plaqueadas en medio BGA-sangre e incubadas 37ºC 
durante 48 horas, momento en el cual se realizó el recuento de UFC. Para realizar el 
recuento de bacterias adheridas a la monocapa celular se descartó el sobrenadante de 
cultivo remanente y se adicionaron 250 µL de buffer fosfato. De forma mecánica 
presionando con la punta del tip sobre el fondo de la fosa se disgregó la monocapa celular 
y se tomaron 100 µL de esta suspensión. Se realizaron diluciones seriadas a fin de 
determinar número de UFC/mL. Las diluciones fueron plaqueadas en medio BGA-sangre 
e incubadas 37ºC durante 48 horas, momento en el cual se realizó el recuento de UFC. 
Microscopía de fluorescencia. Los ensayos de microscopía de fluorescencia sobre la 
monocapa celular se realizaron a tiempos de incubación de 4, 10, 20, 26 y 48 horas. Al 
tiempo indicado para cada experimentos se removió el sobrenadante de cultivo y se 
realizaron dos lavados suaves con buffer fosfato. El disco de vidrio sobre el que se 
desarrolló la monocapa celular fue removido y colocado sobre un cubreobjetos. Para la 
visualización de las células y bacterias se utilizó un objetivo de inmersión de 100X. Este 
experimento fue realizado utilizando un microscopio Nikon Eclipse Ti con módulo de 
spinning disk. 
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Identificación de BrtA por Huella Peptídica  
 La identificación por huella pepetídica fue realizada mediante la tecnología 
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization- Time of Flight)268 en el servicio 
del Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa 
(CEQUIBIEM). La preparación de las muestras fue realizada en el laboratorio de acuerdo 
con el protocolo que detalla a continuación. Esta técnica fue utilizada con el objetivo de 
identificar una muestra de proteína proveniente de experimentos de electroforesis en 
SDS-PAGE. 
Digestión tríptica in-gel. Concluida la corrida electroforética el gel fue teñido con 
colorante Coomassie Blue el cual es apto para el desarrollo del resto del protocolo. La 
banda de elevado peso molecular fue cortada del gel y transferida a una placa 
multipocillos. Esta muestra fue lavada con 100 μL de agua desionizada y acetonitrilo para 
eliminar los restos de colorante Coomassie Blue (2 lavados de 10 minutos cada uno con 
agitación moderada). La muestra fue incubada con 20 μL de solución de ditriotreitol (DTT) 
5 mM en bicarbonato de amonio 25 mM durante 30 minutos a 60ºC. Posteriormente se 
realizó un lavado con 100 µL de acetonitrilo. Luego se realizó una incubación de 15 
minutos a temperatura ambiente, en oscuridad, con 20 μL de solución de iodoacetamida 
55 mM y bicarbonato de amonio 25 mM. A continuación, se realizó un nuevo lavado con 
solución de bicarbonato de amonio 25 mM y seguidamente la muestra fue deshidratada 
mediante 3 lavados con acetonitrilo. Cuando la muestra tomó una apariencia 
completamente blanca y deshidratada fue rehidratada con 5 μL de solución de 
bicarbonato de amonio 25 mM conteniendo tripsina (20 μg/mL, Promega). La muestra fue 
incubada durante 45 minutos a 4ºC hasta observar una apariencia que confirmara la 
rehidratación de la misma. Finalmente, la muestra fue cubierta con una solución 25 mM 
de bicarbonato de amonio e incubada a 37ºC durante toda la noche de manera tal que 
se produjera la digestión in gel.  
Obtención de la huella peptídica mediante espectrometría de masa (EM). Para 
realizar el análisis por espectrometría de masa se utilizó la matriz α-ciano-4hidroxi-ácido 
cinámico, en una concentración 0,2 g/L preparada en una solución 50% acetonitrilo / 
0,25% TFA. La muestra junto con la matriz en una relación 1:1 fue colocada en el soporte 
MTP Anchor Chip™ 600/384 TF y se dejó secar durante 10 minutos a temperatura 
ambiente antes de realizar el análisis por espectroscopía de masa. El espectro de la 
muestra se obtuvo luego empleando un equipo Ultraflex II Tof-Tof (Bruker Daltonics). Los 
parámetros utilizados fueron los siguientes: potencia del láser 31-50%, frecuencia del 
láser 100 Hz, 100 shots por disparo, voltaje de aceleración 20 kV, detección de masa 
800-3500 Da, señal deflectada por debajo de 850 Da, ganancia del detector 1650 V, 
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ganancia electrónica 100 mV. Los espectros fueron analizados utilizando el software Flex 
Analysis (Bruker Daltonics) y calibrados internamente utilizando los picos conocidos de 
autólisis de la tripsina.  
Identificación de proteínas y herramientas bioinformáticas. La identificación de la 
proteína presente en la muestra fue realizada mediante el software MASCOT269 (Matrix 
Science a http://matrixscience.com) utilizando los siguientes parámetros de búsqueda: (i) 
Especie: Bacteria (Eubacteria); (ii) Enzima: tripsina con posibilidad de un error en la 
digestión; (iii) modificaciones postraduccionales fijas: carbamidometilación; (iv) 
tolerancia peptídica, ± 0,2 Da; (v) carga del péptido: 1+; (v) masa: monoisotópica; (vi) 
masa de la proteína: irrestricta. 
 
Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 La técnica de microscopía electrónica de barrido (SEM) fue utilizada para la 
observación de biofilms formados sobre vidrios semi sumergidos. Por este motivo, el 
protocolo utilizado para estos ensayos comparte algunas etapas con el protocolo de 
formación de biofilm sobre cubreobjetos semi sumergidos descripto previamente. La 
etapa de Cultivo y la etapa de Fijación son idénticas en ambos protocolos. La única 
diferencia reside en que, para la observación por SEM, los tubos de microcentrífuga 
usados en la etapa de cultivo no fueron posteriormente procesados, solo se continuó el 
protocolo con los cubreobjetos. Las etapas descriptas a continuación son exclusivas del 
protocolo de observación mediante SEM. 
Deshidratación. Se realizó un tren de deshidratación con alcohol etílico. Para este 
procedimiento se prepararon soluciones de etanol-PBS 20%, 50%, 70% y 90% v/v. Luego 
de la etapa de fijación, los cubreobjetos fueron incubados durante 1 hora en cada solución 
de manera de tal de aumentar gradualmente la concentración de etanol. Las muestras 
fueron finalmente almacenadas en etanol absoluto hasta el momento de ser procesadas. 
Secado y Metalizado. El secado fue realizado mediante la técnica de punto crítico. Y el 
metalizado fue realizado con oro. Estos procedimientos fueron hechos por el servicio de 
microscopía electrónica de barrido y microanálisis del LIMF (Facultad de Ingeniería-
UNLP). 
Observación y registro de los resultados. Las observaciones microscópicas fueron 
realizadas en: (i) el Centro de Investigación y Desarrollo en Ciencias Aplicadas 
(CINDECA-CONICET-UNLP) utilizando un microscopio Philips SEM 505 y (ii) en el 
servicio de microscopía electrónica de barrido y microanálisis del LIMF (Facultad de 
Ingeniería-UNLP) utilizando un microscopio FEI, Quanta 200. 
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Microscopía de fluorescencia 
 La técnica de microscopía de florescencia fue utilizada para la observación de 
biofilms formados sobre cubreobjetos de vidrio. Si bien esta técnica también fue usada 
para el análisis de biofilms sobre monocapa celular, los detalles de esos experimentos se 
detallan en la sección “Ensayos de formación de biofilm sobre monocapa celular”. 
Preparación del material. Para los ensayos de microscopía de florescencia se utilizaron 
cubreobjetos de 20 mm x 20 mm enteros. Estos cubreobjetos fueron limpiados con 
solución de etanol en agua 70% v/v y colocados dentro de tubos cónicos estériles de 50 
mL. Los cubreobjetos fueron colocados de manera tal de que uno de sus vértices quedara 
apuntando hacia abajo. Los tubos conteniendo los cubreobjetos fueron nuevamente 
esterilizados mediante radiación UV. 
Preparación de los cultivos. Para el desarrollo de este experimento las cepas a ensayar 
fueron aisladas en BGA-sangre y repicadas en SS-sangre tal como describimos 
previamente. Posteriormente se prepararon suspensiones bacterianas de DO650=1,0. En 
paralelo se prepararon alícuotas de medio de cultivo SS suplementado con Str y Gm y 
otra alícuota suplementada con antibióticos y ácido nicotínico (0,5 mM). 1,8 mL de estas 
alícuotas fueron colocados en tubos cónicos de 50 mL y se adicionaron 200 µL de las 
suspensiones bacterianas de manera tal de alcanzar una DO650=0,1. Estas suspensiones 
fueron colocadas dentro de los tubos cónicos de 50 mL conteniendo los cubreobjetos. 
Estos tubos fueron incubados durante 24 horas a 37ºC, sin agitación. 
Observación al microscopio. Transcurrido este tiempo de incubación los cubreobjetos 
fueron retirados de los tubos cónicos y uno de los lados fue limpiado delicadamente 
utilizando Kimwipes (Kimtech). Este paso es fundamental para evitar que el lado del 
cubreobjetos que no es enfocado interfiera con la observación. Paralelamente se preparó 
un portaobjetos conteniendo una gota de 20 µL de buffer fosfato. El lado del cubreobjetos 
donde se encontraba el biofilm fue montado boca abajo sobre la gota depositada en el 
portaobjetos. Finalmente, los bordes del cubreobjetos fueron sellados a la base 
portaobjetos utilizando esmalte para uñas. Este paso evita la deshidratación de la 
muestra y movimientos en el cubreobjetos que podrían destruir la estructura de biofilm. 
Estas muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti 
con módulo de spinning disk. 
 
Ensayos de actividad de LapG 
 Las cepas E. coli plapGBb, plapGPf y pn-term-brtA fueron repicadas en forma de 
aislamiento en placas de LB suplementadas con Gm. Estas placas fueron incubadas 
durante 24 horas a 37ºC. Colonias aisladas de estas placas fueron usadas para inocular 
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5 mL de medio de cultivo LB suplementado con Gm y fueron incubados durante 16 horas 
a 37ºC. Cincuenta µL de estos cultivos fueron usados para inocular 50 mL de medio de 
cultivo LB suplementado con Gm. Estos cultivos fueron incubados a 37ºC con agitación 
(160 rpm) hasta DO600=0,6-0,8. En este punto, los medios de cultivo fueron 
suplementados con 500 µL de solución de arabinosa 20% p/v a fin de inducir la expresión 
de las secuencias que se encuentran bajo el control del promotor PBAD. Los cultivos se 
mantuvieron en incubación durante 4 horas más. Terminado este período de incubación, 
los cultivos fueron centrifugados a 5.000 xg durante 20 minutos a 4ºC. El sobrenadante 
de estos cultivos fue descartado y el pellet fue resuspendido en 1 mL de buffer LapA. 
Posteriormente, las bacterias fueron lisadas mediante sonicación utilizando un sonicador 
de punta marca Sonics (Vibra-cell). Se utilizó un 80% de potencia y pulsos de 10 
segundos. Entre pulsos las muestras fueron mantenidas en hielo. Se realizaron entre 6 
pulsos por muestra hasta observar la clarificación que indicaba la lisis de las bacterias. A 
continuación, se realizó una centrifugación a 13.000 xg durante 10 minutos a 4°C. El 
sobrenadante de esta centrifugación fue separado y almacenado a -20ºC. A partir de 
estos sobrenadantes se prepararon las mezclas de reacción tal como se detalla en la 
siguiente tabla: 
 
 LapGBb LapGPf n-term-BrtA CaCl2 
Reacción #1 50 µL - 50 µL - 
Reacción #2 50 µL - 50 µL 10 mM 
Reacción #3 - 50 µL 50 µL - 
Tabla 9.5. Mezclas de reacción utilizadas para el ensayo d actividad in vitro de LapGBb. 
 
 Las mezclas de reacción fueron mantenidas durante 2 horas a temperatura 
ambiente. Transcurrido este tiempo se adicionó buffer Laemmli 6X. Las muestras fueron 
incubadas durante 15 minutos en baño de agua a ebullición y luego sometidas a 10 
minutos de sonicación en baño de agua a temperatura ambiente. Finalmente, fueron 
analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando un anticuerpo primerio anti-
HA. 
 
Obtención de muestras de sobrenadante y célula entera para la 
detección de BrtA-HA y LapA-HA 
Detección de BrtA-HA. La cepa B. bronchiseptica con la fusión transcripcional del 
epitope HA a BrtA fue aislada en medio BGA sangre y repicada en medio SS-sangre tal 
como indicamos previamente. Biomasa proveniente de esta última placa fue usada para 
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inocular 50 mL de medio de cultivo SS. Se preparó un cultivo suplementado con Str y otro 
cultivo suplementado con Str, seroalbúmina bovina (BSA, 2,0 mg/mL) y CaCl2 (2,0 mM). 
Estos cultivos fueron incubados durante 16 horas a 37ºC con agitación (160 rpm). 
Detección de LapA-HA. Las cepas P. fluorescens con la fusión transcripcional del 
epitope HA a LapA fueron aisladas en medio LB suplementado con Gm e incubas durante 
toda la noche a 30ºC. Biomasa proveniente de estas placas fue usada para inocular 50 
mL de medios de cultivo LB suplementados con Gm. Estos cultivos fueron incubados 
durante 16 horas a 30ºC con agitación (160 rpm). 
De acá en adelante los protocolos utilizados para la detección de BrtA-HA o LapA-
HA fueron iguales. Transcurrido el tiempo de incubación indicado, los cultivos fueron 
centrifugados durante 20 minutos a 5.000 xg. Cuarenta mL de sobrenadante fueron 
tratados con un cocktail inhibidor de proteasas según las especificaciones del fabricante 
(Roche) y filtrados utilizando filtros de 0,22 µm de bajo pegado de proteína (Mille GV) a 
fin de eliminar bacterias remanentes luego de la centrifugación. El sobrenadante de 
cultivo fue concentrado utilizando filtros Amicon Ultra de 100 kDa (Millipore) de manera 
tal de conservar sólo aquellas proteínas de mayor peso molecular. El sobrenadante 
concentrado fue mantenido en hielo mientras se continuó con el procesamiento del pellet 
de la primera centrifugación. Este pellet fue suavemente resuspendido en 1 mL de buffer 
LapA. Posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 16.000 xg y el paquete celular 
obtenido fue nuevamente resuspendido a 750 µL de buffer LapA. Esta suspensión fue 
lisada mediante sonicación utilizando un sonicador de punta marca Sonics (Vibra-cell) 
según el mismo esquema experimental detallado anteriormente. Posteriormente se 
centrifugó durante 30 minutos a 10.000 xg a 4ºC. El pellet de esta centrifugación fue 
descartado y el sobrenadante guardado para continuar su procesamiento. Finalmente, 
las muestras de sobrenadante de cultivo concentradas obtenidas previamente y las 
muestras de célula entera fueron cuantificadas mediante el método de Bradford. Para la 
detección de BrtA-HA se realizó electroforesis en geles de SDS-PAGE de concentración 
7,5%. La corrida electroforética se mantuvo durante 2 horas y media a 100 V. 
Posteriormente se realizó la transferencia de las proteínas a membranas de nitrocelulosa 
mediante Western blot y finalmente se realizó el revelado utilizando un anticuerpo 
primario anti-HA. 
 
 
Plan de inmunización para la obtención de suero anti-BrtA 
 El siguiente plan de inmunización fue utilizado con el objetivo de obtener suero 
anti-BrtA. 
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Preparación del agente inmunógeno. Se utilizaron muestras de proteína BrtA obtenida 
de geles de SDS-PAGE como inmunógeno. Los geles de SDS-PAGE fueron realizados 
con muestras de sobrenadante de cultivos de la cepa B. bronchiseptica salvaje cultivada 
en medio SS complementado con Str incubado durante 16 horas a 37ºC con agitación 
(160 rpm). El sobrenadante de cultivo fue concentrado utilizando filtros Amicon Ultra de 
100 kDa (Millipore) de manera tal de conservar sólo aquellas proteínas de mayor peso 
molecular. Treinta y cinco µL de las muestras de sobrenadante concentrado fueron 
sembradas en gel de poliacrilamida 7,5% y la corrida electroforética fue realizada durante 
2 horas y media a 100 V. El gel fue teñido con solución de Coomasie Blue R250 y la 
banda correspondiente a BrtA (identificada previamente mediante la técnica de huella 
peptídica) fue cortada para utilizar como inmunógeno. Esta banda fue disgregada en 
forma mecánica utilizando bisturí y posteriormente transferida a un tubo de 
microcentrífuga de 1,5 mL en donde se adicionaron 50 µL de adyuvante de Freund. 
Plan de inmunización. Se utilizó un ratón BALB/c de 5 semanas de edad. Este ratón fue 
inoculado por vía intraperitoneal con muestras de BrtA obtenida de geles de SDS-PAGE. 
Se realizaron 3 inoculaciones con una frecuencia de 15 días. La primera inoculación fue 
realizada con adyuvante de Freund completo y las siguiente 2 inoculaciones con 
adyuvante incompleto. Para la obtención de muestras de suero el ratón fue anestesiado 
con isofluorano y la muestra fue obtenida mediante sangrado por seno retro orbital. El 
seguimiento del plan de inmunización fue realizado mediante ensayos de Western 
blot utilizando las muestras de sobrenadante de cultivo concentrado. 
 
Modelo murino de infección 
 A lo largo de este trabajo, el modelo murino de infección fue utilizado para la 
realización de ensayos de colonización y transmisión entre roedores. Para la preparación 
de las suspensiones bacterianas usadas para inocular a los animales se realizaron 
aislamientos de las cepas de B. bronchiseptica en medio de cultivo BGA- sangre 
suplementado con los antibióticos correspondientes. Tras 72 horas de incubación a 37ºC 
se tomó biomasa de estas placas para preparan las suspensiones bacterianas en buffer 
fosfato. La cantidad de UFC/mL, así como el volumen de suspensión administrado, fue 
indicado oportunamente en el Capítulo 5 en la presentación de cada uno de los ensayos. 
Los ratones fueron inoculados por vía intranasal con la precaución de inocular en forma 
pareja ambas narinas. A los tiempos indicados, los ratones fueron sacrificados mediante 
dislocación cervical. Los pulmones y las narices fueron extraídos y colocados en 1 mL de 
buffer fosfato. Posteriormente fueron homogeneizados y se prepararon diluciones 
seriadas. Cien µL de estas diluciones fueron plaquedos en BGA-sangre e incubadas 
  Capítulo 9 
231 
 
durante 48-72 horas a 37ºC. Transcurrido ese tiempo de incubación las colonias fueron 
contadas y se determinó el número de UFC por órgano. 
 
Doble híbrido en bacteria (BACTH) 
 Esta estrategia fue utilizada para evaluar la capacidad de LapDBb, BdcA y BdcG 
de interactuar físicamente in vivo.  
Diseño de primers. Con el objetivo de que las secuencias clonadas quedaran en el 
mismo marco de lectura que las secuencias T25 y T18, para el diseño de los primers 
fueron consideradas las siguientes condiciones. Los primers Forward (Fw) debían 
comenzar exactamente en el sitio de inicio de la traducción de la secuencia a clonar. Los 
primers Reverse (Rv) debían finalizar en el último codón antes del codón de STOP del 
gen correspondiente. La secuencia -cgcgcgccaagcttg- fue añadida al extremo 5’ de los 
primers Fw, esta secuencia contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción 
HindIII. La secuencia -gcgcgcgctctagagt- fue añadida al extremo 5’ de los primers 
Reverse, esta secuencia contiene el sitio de restricción de la enzima XbaI. 
Clonación. Los productos de PCR de las secuencias lapDBb, bdcA y bdcG y los vectores 
pUT18 y pKNT25 fueron digeridos con las enzimas de restricción XbaI y HindIII. Los 
productos digeridos fueron ligados utilizando la ligasa T4. Los protocolos de digestión y 
ligación utilizados fueron descriptos previamente en este capítulo. Las construcciones 
fueron transformadas por electroporación en cepas E. coli DH5-α. Las cepas obtenidas 
fueron almacenadas a -80ºC. 
Preparación plásmidos. Las cepas de E. coli con las construcciones desarrolladas 
fueron repicadas en medio de cultivo LB suplementado con Km 50 µg/mL (para las 
construcciones derivadas del vector pKNT25) o con carbenicilina (Cb) 50 µg/mL (para las 
construcciones derivadas del vector pUT18). Estas placas fueron incubadas durante 24 
horas a 37ºC. Biomasa proveniente de estas placas fue usada para inocular 5 mL de 
medio de cultivo LB suplementado con los antibióticos correspondientes. Estos cultivos 
fueron incubados durante 16 horas a 37ºC con agitación. Para la obtención de los 
plásmidos se utilizó el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las indicaciones del 
fabricante y se cuantificaron utilizando un equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). 
Finalmente, las preparaciones de plásmidos fueron diluidas hasta alcanzar una 
concentración de 25 ng/µL. 
Cotransformación de la cepa E. coli BTH 101. Para cada una de las réplicas biológicas 
realizadas se cotransformaron bacterias electrocompetentes de la cepa BTH101 con las 
construcciones a analizar. Las cepas BTH101 transformadas no fueron almacenadas. 
Para la cotransformación se utilizaron 2 µL de cada una de las preparaciones de 
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plásmidos (50 ng de plásmido). Las bacterias transformadas fueron inmediatamente 
resuspendidas en LB e incubadas a 37ºC durante 1 hora. Se prepararon diluciones 1/10, 
1/100 y 1/1000 y se plaquearon en medio LB suplementado con Km (50 µg/mL) y Cb (50 
µg/mL). Estas placas fueron incubadas durante 20 horas a 28ºC y posteriormente se 
realizó la medida de la actividad β-galactosidasa.  
 
Medida de actividad β-galactosidasa. 
 Las determinaciones de actividad β-galactosidasa fueron utilizadas como medidas 
cuantitativas de los experimentos de doble híbrido en bacteria. El protocolo de medida de 
la actividad está basado en el trabajo de J. Miller329. Antes de comenzar con el protocolo 
de determinación de actividad se preparó buffer Z 1X a partir de la solución almacenada 
5X. Se adicionó β-mercaptoetanol hasta una concentración de 50 mM. En forma paralela 
se preparó solución de ONPG (Orto-nitrofenil-β-galactósido), sustrato de la reacción 
enzimática catalizada por la β-galactosidasa. El ONPG fue utilizado en una concentración 
de 4 mg/mL en buffer Z. 
 Para el desarrollo del experimento se seleccionaron las placas correspondientes 
a diluciones que presentaban entre 100 y 300 colonias. Las placas que presentaban un 
número mayor fueron descartadas debido a la posible aparición de falsos positivos. Las 
colonias de estas placas fueron resuspendidas en 500 µL de buffer fosfato utilizando 
espátula Drigalsky. A partir de estas suspensiones se realizaron diluciones hasta obtener 
suspensiones de DO600=1,0. Se tomaron alícuotas de 100 µL de cada suspensión (por 
triplicado) y se transfirieron a tubos de microcentrífuga de 1,5 mL. 
 A cada suspensión se adicionó de manera sucesiva 900 µL de buffer Z, 50 µL de 
cloroformo y 25 µL de SDS 0,1% p/v. Estas mezclas fueron agitadas vigorosamente 
durante 10 segundos y luego se las dejó reposar durante 5 minutos hasta observar una 
clara separación de las fases acuosa y orgánica. Luego se adicionaron 500 µL de la 
solución de ONPG y se aguardó 5 minutos a que transcurra la reacción. La reacción fue 
detenida por agregado de 500 µL de solución de Na2CO3 1,0 M. Cien µL de cada mezcla 
de reacción fueron transferidos a una placa de 96 fosas de fondo plano y se determinó la 
absorbancia a 420 nm y 550 nm. Estas medidas de absorbancia fueron utilizadas para 
calcular la actividad β-galactosidasa expresada en Unidades de Miller. 
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 El O-nitrofenol, producto de la degradación enzimática del ONPG, presenta un 
pico máximo de absorbancia a 420 nm. Por lo tanto, la medida de absorbancia a esa 
longitud de onda es proporcional a la actividad β-galactosidasa presente en la solución. 
Los restos celulares presentes en el medio de reacción también contribuyen a la 
absorbancia total a esa longitud de onda. Con el objetivo de restar el aporte de estos 
restos celulares, se realiza la media a 550 nm. Debido a que la absorbancia de los restos 
celulares a 550 nm es 1,75 veces menor que a 420 nm, es necesario aplicar este factor 
antes de realizar la sustracción. El denominador de la ecuación de Miller contiene 3 
factores normalizadores: i) el tiempo de la reacción enzimática, ii) la absorbancia de la 
suspensión bacteriana y iii) el volumen de suspensión utilizado. 
 
Determinación de la cantidad de c-di-GMP en E. coli BTH 101 
 Para este ensayo se partió de las placas de cultivo del ensayo de doble híbrido 
en bacteria. Biomasa proveniente de estas placas fue utilizada para inocular cultivos de 
medio LB de 5 mL suplementados con Km (50 µg/mL) y Cb (50 µg/mL). Estos cultivos 
fueron incubados durante 13 horas a 37ºC con agitación. Alícuotas de estos cultivos 
fueron tomadas para inocular cultivos de 50 mL de medio LB hasta alcanzar un 
DO600=0,04. Los cultivos fueron incubados durante 4 horas a 37ºC con agitación. Se 
realizaron triplicado de cada uno de estos cultivos. Transcurrido el tiempo de incubación 
se midió la DO600 y se realizaron diluciones a fin de normalizar los cultivos frente al valor 
de aquel que presentó el valor más bajo. Se tomaron 40 mL y se centrifugaron durante 
10 minutos a 5.000 xg a 4ºC. El sobrenadante de esta centrifugación fue descartado y el 
precipitado fue resuspendido en 250 µL de buffer de extracción. Estas suspensiones 
fueron incubadas durante 30 minutos a -20ºC. transcurrido ese tiempo las muestras 
fueron centrifugadas durante 5 minutos a 16.000 xg a 4ºC. Doscientos µL del 
sobrenadante obtenido fueron transferidos a otro tubo y se adicionaron 8 µL de solución 
de (NH4)2HCO3 15% p/v a fin de ajustar el pH a un valor de 7,5. Estas muestras fueron 
mantenidas en hielo seco hasta continuar con el procesamiento. La determinación de la 
cantidad de c-di-GMP fue realizada por el servicio especializado de la Universidad de 
Michigan (Estados Unidos). Este procedimiento fue realizado mediante cromatografía 
líquida acoplada a un espectrómetro de masa (LC-MS) utilizando los quipos LC-20AD 
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HPLC system (Shimadzu) y Finnigan TSQ Quantum Discovery MAX triplequadrupole 
(Thermo Electron). 
 
Análisis estadísticos 
 Los análisis estadísticos de este trabajo fueron realizados mediante los programas 
Infostat (Facultad de Ciencias Agropecuarias-Universidad Nacional de Córdoba) y Excel. 
Se utilizó el estadístico ANOVA cuando los datos a ser analizados cumplían con la 
condición de distribución normal y homogeneidad de varianza. En caso contrario se utilizó 
el estadístico test de Student para muestras con varianzas desiguales. 
 
Otras herramientas utilizadas 
La representación gráfica de los resultados cuantitativos de este trabajo fue 
realizada utilizando el software GraphPad Versión 5. Para el diseño y presentación de las 
figuras se utilizaron los programas Power Point y Adobe Photoshop. La escritura del texto 
fue realizada utilizando el programa Word. El programa VMD275 (Universidad de Illinois) 
fue usado para la visualización de los modelos tridimensionales de proteínas. El 
programa ImageJ (versión FIJI) fue utilizado para la resolución semicuantitativa de los 
ensayos de dot blot. Para el diseño y visualización de secuencias nucleotídicas se 
utilizaron los programas NTI vector y Snap Gene. 
Además, se utilizaron las herramientas de base online que se describen a 
continuación: BLASTN y BLASTP para la búsqueda y alineación de secuencias 
nucleotídicas y proteicas respectivamente; SMART330, para el análisis de dominios de 
secuencias proteicas; Clustal Omega331, BOXSHADE y WebLogo332 para realizar y 
colorear alineamientos múltiples de secuencias; DOOR271, para la búsqueda de operones 
en el genoma de B. bronchiseptica; MASCOT269 para la identificación de BrtA a partir de 
los datos espectrometría de masa y Phyre2257 para el modelado de estructuras 
secundarias de proteínas. 
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Anexo 1. Vectores de clonado y expresión 
Figura 9.2. Vectores de clonado y expresión utilizados en este trabajo. Representaciones realizadas utilizando el
software Snap Gene.
Anexo 
236 
 
Anexo 2. Primers utilizados 
Tabla 9.6. Primers utilizados en el presente trabajo. Las bases subrayadas indican secuencias que no tienen homología con el genoma 
de B. bronchiseptica y fueron usadas para la estrategia de doble recombinación in vivo con S. cerevisiae o mediante uso ligasa y 
enzimas de restricción. 
Nombre Uso  Referencia 
L1Fw deleción brtA cccgggctaagcgtaatctggaacatcgtatgggtagcaggcgtacgggtggaaat Este trabajo 
L1Rv deleción brtA ccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatcccccgaggttgagtatgcaggccact Este trabajo 
L2Fw deleción brtA aacagctatgaccatgattacgaattcgagctcggtacccaccagcgcgaaggcgaacaa Este trabajo 
L2Rv deleción brtA tacccatacgatgttccagattacgcttagcccgggatgccattgtccacccgtccccgtaa Este trabajo 
recA Fw RT-PCR aagaccacgctcacgctgcaggtca 224 
recA Rv RT-PCR atcagcaggtcggtcaggttgacgc 224 
F1Fw RT-PCR tatagaattcgctgctgcagggcgagaacag Este trabajo 
F1Rv RT-PCR tataggatccgcaagccaggctcagcagg Este trabajo 
BB1184Fw expresión lapDBb atacccgtttttttgggctagcgaattcgagctcggtaccctttctcgctgatctcgctgg Este trabajo 
BB1184Rv expresión lapDBb gccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatcccctgttctccagccacattccc Este trabajo 
NtermBrtAFw 
 
expresión de N-term-
BrtA fusionada a HA 
tacccgtttttttgggctagcgaattcgagctcggtacccatggccaattcttccccc Este trabajo 
NtermBrtARv 
 
expresión de N-term-
BrtA fusionada a HA 
gccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatccccttagcgtaatctggaacatcgta
tgggtagccattggccgtg 
Este trabajo 
BB1185Fw 
expresión lapGBb 
(BB1185) 
atacccgtttttttgggctagcgaattcgagctcggtacccatgccattgtccacccgtccccgta
a 
Este trabajo 
BB1185Rv 
expresión lapGBb 
(BB1185) 
gccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatcccccagtcgacgaagtatggacata
gg 
Este trabajo 
glmSF 
chequeo construcciones 
pGFLIP 
cagctgctgtcgtaccacacgg 315 
gfpseqR 
chequeo de 
construcciones pGFLIP 
gatgacgggaactacaagacacgt 315 
GR 
expresión de lapGBb 
(BB1185) 
gccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatcccccagtcgacgaagtatggacata
gg 
Este trabajo 
GF 
expresión de lapGBb 
(BB1185) 
atacccgtttttttgggctagcgaattcgagctcggtacccatgccattgtccacccgtccccgta
a 
Este trabajo 
F1BamHI deleción de lapGBb tataggatccgcaagccaggctcagcagg Este trabajo 
F1EcoRI deleción de lapGBb tatagaattcgctgctgcagggcgagaacag Este trabajo 
F2BamHI deleción de lapGBb tataggatcctgcgcatggagcgcgag Este trabajo 
F2HindIII deleción de lapGBb tataaagcttggaaccaggccggcacgctg Este trabajo 
N1lapDFbis deleción de lapDBb ctgttttatcagaccgcttctgcgttctcaacgtcgccgtgctgatg Este trabajo 
N1lapDRbis deleción de lapDBb gggcatttctcgctggtcgatgtcgttgcgccagtc Este trabajo 
N2lapDFbis deleción de lapDBb gactggcgcaacgacatcgaccagcgagaaatgccc Este trabajo 
N2lapDRbis deleción de lapDBb caatttcacacaggaaacagctatgggctactatcccacgcc Este trabajo 
BB_lapDFw 
incorporación lapDBb a 
Pf 
gactaactaggagcacgcgctcagatgtccatacttcgtcgactgctgc Este trabajo 
Bb_lapDRv 
incorporación lapDBb a 
Pf 
acgcggagcgtgggaaagatccggggcgcggtttcactcctgc Este trabajo 
PF_F1Fw 
incorporación lapDBb a 
Pf 
ctgttttatcagaccgcttctgcgttctgattctgtggcacgaggtcgattattg Este trabajo 
PF_F1Rv 
incorporación lapDBb a 
Pf 
gcagtcgacgaagtatggacatctgagcgcgtgctcctagttagtc Este trabajo 
PF_F2Fw 
incorporación lapDBb a 
Pf 
gcaggagtgaaaccgcgccccggatctttcccacgctccgcgt Este trabajo 
PF_F2Rv 
incorporación lapDBb a 
Pf 
caatttcacacaggaaacagctatgcgcagggtcagttgattcg Este trabajo 
CheqLapDBB_
Fw 
chequeo incorporación 
lapDBb a Pf 
atgtccatacttcgtcgactgctgc Este trabajo 
CheqLapDBB_
Rv 
chequeo incorporación 
lapDBb a Pf 
ggaaccaggccggcacgctg Este trabajo 
LapDBb_B2H_
Fw (2) 
conación lapDBb para 
B2H 
cgcgcgccaagcttgatgtccatacttcgtcgactgctgctcagc Este trabajo 
LapDBb_B2H_
Rv 
conación lapDBb para 
B2H  
gcgcgcgctctagagtctcctgcgccggcggcgg Este trabajo 
BB2626_B2H_
Fw 
conación BdcG para 
B2H 
cgcgcgccaagcttgatgctggctccggtcaccct Este trabajo 
BB2626_B2H_
Rv 
conación BdcG para 
B2H 
gcgcgcgctctagagtaccagcgcgattcctgatgcg Este trabajo 
BB_3576_B2H
_Fw 
conación BdcA para 
B2H 
cgcgcgccaagcttgatgatgcgccaactcgatctgcgc Este trabajo 
BB3576_B2H_
Rv 
conación BdcA para 
B2H 
gcgcgcgctctagagtggaacgcaggtcctggcttg Este trabajo 
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mut2626A1Fw deleción de bdcG ttatcagaccgcttctgcgttctgatgaattcgagatcaaggatttgacg Este trabajo 
mut2626A1Rv deleción de bdcG ggcctgcttggccgcgtacaacgctcccagcgtcaccaggctcgacag Este trabajo 
mut2626A2Fw deleción de bdcG ctgtcgagcctggtgacgctgggagcgttgtacgcggccaagcaggcc Este trabajo 
mut2626A2Rv deleción de bdcG caatttcacacaggaaacagctatgaagcttcaaatggctagaatgctag Este trabajo 
Cheq_mut262
6_Fw 
chequeo mutante bdcG agcgcgagttcatcaacagc Este trabajo 
BrtA-HA-R2 
fusión transcripcional 
HA 
caatttcacacaggaaacagctatgcccttctcggtgtaggtgtagc Este trabajo 
BrtA-HA-F2 
fusión transcripcional 
HA 
gacgttccagattacgctgctgtgctgcacagcaaccagcag Este trabajo 
BrtA-HA-R1 
fusión transcripcional 
HA 
aacatcgtatgggtagagcagcgttaccgatgcaatgccg Este trabajo 
BrtA-HA-F1 
fusión transcripcional 
HA 
atcagaccgcttctgcgttctgatcagtgtcgagacgtccatcagc Este trabajo 
HA_Fw 
fusión transcripcional 
HA 
ggtgctgcacagcaaccagctacccatacgatgttcctgactatgcg Este trabajo 
HA_Rv 
fusión transcripcional 
HA 
ttgccgttgaactgtacctgagcgtaatctggaacgtcatatggatagg Este trabajo 
Cheq_brtAHA_
Fw 
chequeo fusión 
transcripcional HA a 
brtA 
acatgggttcgcagatcacc Este trabajo 
Cheq_brtAHA_
Rv 
chequeo fusión 
transcripcional HA a 
brtA 
acgctgttcttgccgttgc Este trabajo 
brtA_Seq1_Fw secuenciación brtA tataccgtcaccatcacggc Este trabajo 
brtA_Seq1_Rv secuenciación brtA gacggtgtaggtgatggagg Este trabajo 
brtA_Seq2_Fw secuenciación brtA acaatgacggcgtctacaccg Este trabajo 
brtA_Seq2_Rv secuenciación brtA gctgatggacgtctcgacac Este trabajo 
gfpseqR chequeo cepas GFP gatgacgggaactacaagacacgt 315 
glmSF chequeo cepas GFP cagctgctgtcgtaccacacgg 315 
Q30VerifyF 
chequeo de 
construcciones en 
pMQ30 
gagtcagtgagcgaggaag 
Stock 
laboratorio 
Q30VerifyR 
chequeo de 
construcciones en 
pMQ30 
cagaccgcttctgcgttctg 
Stock 
laboratorio 
pUT18_Rv 
chequeo de 
construcciones en 
pUT18 
ccacaacaagtcgatgcgttc Este trabajo 
pUT18_Fw 
chequeo de 
construcciones en 
pUT18 
gttagctcactcattaggcaccc Este trabajo 
pKNT25_Rv 
chequeo de 
construcciones en 
pKNT25 
gatgccatcgagtacggctg Este trabajo 
pKNT25_Fw 
chequeo de 
construcciones en 
pKNT25 
gttagctcactcattaggcaccc Este trabajo 
M13Fw -40 
chequeo de 
construcciones en 
pBBR1-MCS5 
gtaaaacgacggccagt 
stock 
laboratorio 
M13Rv -40 
chequeo de 
construcciones en 
pBBR1-MCS5 
ggaaacagctatgaccatg 
stock 
laboratorio 
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Anexo 3. Medios de Cultivo 
 
BGA 
Agar Bordet Gengou  30 g/L 
Glicerol 10% p/v 
Sangre 10% v/v 
 
SS (Stainer-Scholte) 
glutamato de sodio 570 mM 
L-prolina 20mM 
NaCl 530 mM 
KH2PO4 36 mM 
KCl 20 mM 
MgCl2.6H2O 5 mM 
CaCl2.2H2O 1,4 mM 
Tris-HCl 120 mM 
pH 7,20 
Agar (opcional para medio semi sólido) 15 g/L 
 
Complemento para medio de cultivo SS (1000X) 
L-cisteína  4% p/v 
FeSO4.7H2O 1% p/v 
Ácido ascórbico 2% p/v 
Ácido nicotínico 0,4% p/v 
HCl 10% v/v 
 
LB (Lysogeny broth) 
Triptona 10 g/L 
NaCl 5 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L 
Ágar (opcional para medio sólido) 15 g/L 
 
K10-T 
Triptona 20% p/v 
Glicerol 20% v/v 
MgSO4 1M 
K2HPO4 1M 
Tris-HCl 1M 
pH 7,40 
 
URA 3- 
YNB 6,7 g/L 
CSM 0,76 g/L 
Glucosa 15 g/L 
Agar 20 g/L 
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YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) 
Peptona  20 g/L 
Extracto de levadura 10 g/L 
Glucosa 20 g/L 
Agar (opcional para medio sólido) 15 g/L 
 
Anexo 4. Soluciones 
 
Buffer LapA 
Tris HCl 20 mM 
MgCl2 10 mM 
 
Buffer de extracción c-di-GMP 
Metanol 40% v/v 
Acetonitrilo 40% v/v 
Ácido fórmico 0,1 N 
 
Buffer fosfato PBS 
KH2PO4 0,428 g/L 
Na2HPO4 .12H2O 3,5 g/L 
NaCl 7,2 g/L 
 
Lazy Bones 
polietilen glicol (PM 3350) 40% p/v 
Acetato de litio 0,1 M 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 M 
pH 7,50 
 
Buffer Z 
Na2HPO4 60 mM 
NaH2PO4 40 mM 
KCl 10 mM 
MgSO4 1 mM 
pH 7,00 
 
Solución de Coomaise Blue R250 
Coomasie R250 0,2 %p/v 
Metanol 40% v/v 
Ácido acético 20% v/v 
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Buffer TE 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 mM 
pH 8,00 
 
Buffer TBS (Tris-Sodio) 
Tris-HCl 0,5 M 
NaCl 1,5 mM 
 
Suspensión de sílica 
sílica 2,0 g 
agua destilada 15,0 mL 
 
TBE 10X 
Tris-HCl 1,0 M 
Ácido bórico 1,0 M 
EDTA 0,02 M 
 
Buffer de transferencia Western blot 
Glicina 1,0 M 
Metanol 20% v/v 
Tris-HCl 0,025 M 
 
Soluciones de miniprep 
Solución P1 
Tris-HCl 50 mM 
EDTA 10 mM 
pH 8,00 
Solución P2A 
NaOH 0,1 mM 
Solución P2B 
SDS 1% p/v 
Solución P3 
Acetato de potasio 1,5 M 
pH 5,5 
 
Solución de Lavado de sílica 10X  
NaCl 50 mM 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 2,5 mM 
etanol  50% v/v 
pH 7,5 
 
Solución de lavado de sílica 1X 
solución de lavado 10X 10 %v/v 
etanol 50% v/v 
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Buffer Laemmli 6X 
SDS 2% p/v 
Glicerol 1% v/v 
EDTA 0,02 M 
Tris HCl 0,05 M 
pH 6,8 
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Anexo 5: Proteínas Lap 
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